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Tijdens de tweede wereldoorlog is in de Verenigde Staten een 
commissie gevormd (de „Commission on Acute Respiratory Disease"), 
die tot taak kreeg in het leger een studie te maken van de aandoeningen 
der luchtwegen. De commissie werd ingesteld, omdat deze aandoenin-
gen veelvuldig bij militairen voorkwamen, vooral bij recruten. 
Op grond van klinische en epidemiologische waarnemingen werd een 
bepaald soort syndroom als afzonderlijke ziekte afgegrensd. De ziekte 
werd door de onderzoekers „Acute Respiratory Disease" genoemd. On-
langs zijn een aantal virussen (adeno-virussen) geïsoleerd, die in vele 
gevallen de oorzaak zijn van deze ziekte. 
Ook in Nederland komen de infecties van de luchtwegen bij recruten 
veelvuldig voor. Het doel van dit onderzoek is, gegevens te verzamelen 
omtrent de betekenis van adeno-virus als verwekker van acute luchtweg-




Gegevens uit de literatuur over infecties door adeno-virussen 
§ 1 Klinische en epidemiologische onderzoekingen over niet 
gedifferentieerde aandoeningen der luchtwegen 
Stuart-Harris heeft in 1938 voor het eerst gewezen op het epidemisch 
voorkomen van acute aandoeningen der luchtwegen, die klinisch op 
influenza gelijken, maar die niet door het influenza-virus worden veroor-
zaakt. Het syndroom werd door hem „febrile catarrh" genoemd. Over 
de verwekker(s) van deze ziekte tastte hij in het duister (Stuart-Harris 
e.a., 1938). 
Enkele jaren later, tijdens de tweede wereldoorlog, heeft een commissie 
van het Amerikaanse leger (Commission on Acute Respiratory Disease, 
in het vervolg commissie voor A.R.D. genoemd), onder leiding van 
Dingle, uitvoeriger onderzoekingen over acute aandoeningen der lucht-
wegen verricht. Men heeft getracht langs verschillende wegen kennis 
omtrent deze ziekte te verzamelen, uitgaande van klinische, epidemio-
logische en laboratorium-gegevens, De onderzoekingen werden in het 
leger verricht, in enkele grote legerplaatsen, waar de frequentie van res-
piratoire infecties ongeveer overeenkwam met de gemiddelde frequentie 
in het gehele Amerikaanse leger. 
In 1941 werd een epidemie van primaire atypische pneumonie *) in 
een groot opleidingscentrum bestudeerd. Hierbij viel het op dat er naast 
patiënten met afwijkingen op de röntgenfoto's van de longen ook patiën-
ten waren met dezelfde klinische verschijnselen, maar zonder röntgeno-
logisch aantoonbare afwijkingen. Dit ziektebeeld duidden de onder-
zoekers aan met de naam „bronchitis gelijkende op atypische pneumonie" 
en zij beschouwden het als een mildere vorm van primaire atypische 
pneumonie. Het aetiologisch agens van deze aandoeningen werd niet 
gevonden. Wel zag men een epidemiologisch verband tussen de twee 
genoemde ziekten en andere, minder ernstige, acute respiratoire aan-
doeningen. De onderzoekers opperden de veronderstelling dat primaire 
atypische pneumonie, „bronchitis gelijkende op atypische pneumonie" en 
de minder ernstige respiratoire aandoeningen constitutionele reacties zijn 
op eenzelfde ziekteverwekker, vermoedelijk een nog onbekend virus 
(Dingle e.a., 1943). 
De commissie voor A.R.D. heeft zeer veel pogingen gedaan om de ver-
wekker (s) van primaire atypische pneumonie te isoleren. Daarbij werden 
monsters sputum, nasopharynx-secreten en gorgelvloeistoffen van patiën-
ten geënt in grote reeksen laboratoriumdieren, maar steeds kwam men 
tot negatieve of dubieuze, niet reproduceerbare resultaten (Comm. on 
A.R.D., 1945a; Dingle, 1945). 
Daarna heeft men in 1943 en in 1944 besmettingsproeven uitgevoerd 
*) Door Relmann Is onlangs voorgesteld de term „primaire atypische pneumonie" 
te vervangen door „virus-pneumonie" (Reimann, 1956). Aangezien de in dit literatuur 
overzicht vermelde schrijvers deze aandoeningen als „primaire atypische pneumonie" 
beschreven, hebben wij deze term eveneens gebruikt. 
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op mensen, waarbij een aantal vrijwilligers op verschillende manieren 
gefiltreerde sputa of gorgelvoeistoffen werden toegediend, die afkomstig 
waren van lijders aan primaire atypische pneumonie. Van deze vrijwil-
ligers kreeg inderdaad 75% een respiratoire infectie, die in ernst 
varieerde van een zeer lichte respiratoire aandoening tot de klassieke 
primaire atypische pneumonie. Tussen deze twee uitersten stonden de 
gevallen, die wat betreft het begin van de ziekte, het verloop en de 
physisch diagnostische bevindingen, geheel identiek waren aan de pri-
maire atypische pneumonie, maar zonder röntgenologisch aantoonbare 
longafwijkingen. Deze gevallen waren dus identiek aan de reeds eerder 
beschreven „bronchitis gelijkende op atypische pneumonie". De onder-
zoekers trokken hieruit de conclusie dat primaire atypische pneumonie 
veroorzaakt of gestimuleerd wordt door een filtreerbaar agens, waar-
schijnlijk een virus. 
Bovendien steunden deze waarnemingen de opvatting dat primaire 
atypische pneumonie een ernstige vorm is van een infectie door een 
agens, dat tevens verantwoordelijk is voor een deel van de veelvuldig 
voorkomende, minder ernstige, acute aandoeningen van de luchtwegen 
(Dingle, 1945; Comm. on A.R.D., 1945 d ) . 
Primaire atypische pneumonie is in het Amerikaanse leger verreweg 
de belangrijkste vorm van pneumonie. Deze aandoening komt daar 
vooral endemisch en sporadisch voor, bij uitzondering in epidemieën. 
Bij recruten ziet men de ziekte in grotere frequentie dan bij reeds 
geoefende militairen (Comm. on A.R.D., 1945 c) . 
De commissie voor A.R.D. heeft ook op uitgebreide schaal bacteriolo-
gische en serologische onderzoekingen verricht om de oorzaak van de 
niet gedifferentieerde acute respiratoire infecties bij recruten op te 
sporen. Men onderzocht 850 patiënten, die aan pharyngitis leden, en 
vond slechts in 1/6 van de gevallen ß haemolytische Streptococcen in de 
keel met tevens een significante stijging van de titer van antistrepto-
lysinen in het reconvalescentenserum (Comm. on A.R.D., 1945b). 
Daarnaast heeft men de keelflora van enkele recruten gedurende enige 
maanden wekelijks onderzocht. Er werden grote variaties waargenomen 
in het percentage dragers van alle micro-organismen waarop werd 
onderzocht (ß haemolytische Streptococcen, pneumococcen, staphylo-
coccen, haemophilis influenzae en haemophilis haemoliticus), maar deze 
variaties stonden in generlei verband met het ontstaan of het voor-
komen van infecties der luchtwegen. Ook groepen burgers werden 
onderzocht op de aanwezigheid van dezelfde micro-organismen en men 
nam onder hen dezelfde wisselingen waar in het percentage dragers 
(Comm. on A.R.D., 1947c). 
§ 2 Afgrenzing van het syndroom „acute respiratory disease" 
(A.R.D.) 
Bij onderzoekingen over niet gedifferentieerde respiratoire ziekten doen 
zich speciale problemen voor aangezien hieronder een grote verschei-
denheid van aandoeningen valt zoals: verkoudheid, nasopharyngitis, 
laryngitis, „griep", bronchitis, atypische pneumonie en nog andere, en 
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aangezien al deze aandoeningen wat hun symtomatologie betreft nogal 
kunnen variëren. Het is niet mogelijk om uitsluitend op klinische gron-
den een onderscheid tussen deze aandoeningen te maken, en daarom 
is het noodzakelijk naast de kliniek ook de epidemiologie hiervan te 
bestuderen. Op grond van een klinisch en epidemiologisch onderzoek, 
dat in een groot legerkamp gedurende een periode van 3 jaar werd 
verricht, meende de commissie voor A.R.D. uit de groep der niet gedif-
ferentieerde respiratoire aandoeningen een bepaald syndroom als een 
aparte ziekte te mogen afzonderen. De ziekte werd door de commissie 
met de naam „Acute Respiratory Disease" (A.R.D.) aangeduid. Het 
bleek namelijk, dat in deze drie-jarige periode 75% tot 90% van alle 
patiënten, die voor aandoeningen van de luchtwegen waren opgenomen, 
een bijna identiek ziektebeeld toonde met de volgende verschijnselen. 
Na een prikkelend en schraperig gevoel in de keel volgt één of twee 
dagen later een acute stijging van de lichaamstemperatuur tot 38° à 
40° С , hetgeen gepaard gaat met koude rillingen. De koorts blijft 3 tot 
5 dagen op ongeveer gelijk niveau en de belangrijkste klachten zijn: 
algemene malaise, keelpijn, hoesten en heesheid. De voornaamste 
objectieve bevindingen zijn die van een ontsteking van de luchtwegen; 
de tonsillen en de gehemeltebogen zijn matig geïnjiceerd, soms bedekt 
met een slijmig exsudaat en bij auscultatie zijn vaak grove rhonchi te 
horen. Daarna neemt de koorts gelijdelijk af en de algemene toestand 
verbetert snel. Het hoesten kan een of twee weken blijven bestaan, 
soms langer. 
Dit klinische beeld veranderde niet tijdens drie afzonderlijke onder-
zoekperioden in verschillende seizoenen. In de wintermaanden zag men 
een zeer hoge frequentie van deze aandoeningen. De verhouding tussen 
de frequentie van de gevallen van A.R.D. en het aantal gevallen van 
primaire atypische pneumonie was vrijwel steeds constant. Ook deze 
waarnemingen steunden de hypothese dat beide ziekten door dezelfde 
verwekker worden veroorzaakt. Het bleek dat respiratoire infecties 
veel meer voorkwamen bij recruten dan bij degenen die reeds zes maan-
den of langer in militaire dienst waren. Opvallend was het dat, bij zich 
snel uitbreidende epidemieën van A.R.D. in de wintermaanden, in een 
periode van 3 tot 4 weken, soms 1/3 van alle recruten ziek werden, 
terwijl bij degenen die al langer in dienst waren vrijwel geen gevallen 
voorkwamen. Dit was in tegenstelling met de bevindingen bij epide-
mieën van andere infectieziekten, zoals influenza A, waarbij men onder 
beide groepen een even hoge morbiditeit zag. De epidemiologische 
bevindingen bij deze epidemieën van A.R.D. waren zo constant dat 
hieruit de conclusie werd getrokken, dat men met een afzonderlijke 
ziekte te maken had, die door één bepaald agens werd veroorzaakt 
(Comm. on A.R.D., 1944; Comm. on A.R.D., 1947 c; Rammelkamp, 
1947; Dingle, 1949 a ) . 
Nadat men erin was geslaagd met gefiltreerd materiaal van een lijder 
aan primaire atypische pneumonie bij vrijwilligers respiratoire aandoe-
ningen te verwekken, heeft de commissie voor A.R.D. getracht om ook 
A.R.D. en andere acute aandoeningen van de luchtwegen op vrijwil-
ligers over te brengen. Als entmateriaal gebruikten zij gefiltreerde 
gorgelvloeistoffen, neusspoelsels, bronchusspoelsels of sputa van patiën-
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ten met ziekteverschijnselen die typisch waren voor: zware verkoud-
heid (met koorts), lichte verkoudheid (zonder koorts), A.R.D. en 
„bronchitis gelijkende op atypische pneumonie". Van 29 vrijwilligers die 
waren besmet met een inoculum, dat van patiënten met een zware of 
lichte verkoudheid afkomstig was, werden er 19 ziek met een coryza-
achtig beeld. Van 19 vrijwilligers die met materiaal van patiënten met 
A.R.D. waren besmet ontwikkelden er 14 een ziektebeeld met in hoofd-
zaak klachten en symptonen van pharyngitis. Tien vrijwilligers ontvin-
gen materiaal van een patiënt met bronchitis en bij vier van hen 
ontwikkelde zich een matig ernstige, niet duidelijk te omschrijven res-
piratoire aandoening. De ziekteverschijnselen bij de vrijwilligers die met 
verkoudheidsmateriaal waren besmet, verschilden soms niet veel van 
de verschijnselen bij degenen die een A.R.D.-inoculum hadden ontvan-
gen, maar zeer opvallend was het verschil in incubatieperiode. Voor 
zware en lichte verkoudheid was de incubatietijd 24 tot 48 uur, voor 
A.R.D. 5 tot 6 dagen. Bij voortgezet onderzoek met dezelfde vrijwil-
ligers bleek het dat A.R.D. werd gevolgd door een homologe immuni-
teit, verkoudheid daarentegen niet. Voorts zag men dat het doormaken 
van verkoudheid niet beschermde tegen A.R.D. en dat omgekeerd 
A.R.D. geen immuniteit verwekte ten opzichte van verkoudheid. 
Deze resultaten verschaften voldoende aanwijzingen om te mogen 
aannemen dat er in de groep der minder ernstige niet gedifferentieerde 
respiratoire aandoeningen tenminste 2 afzonderlijke ziekten thuishoren, 
de ene met een coryza-achtig beeld en een incubatieperiode van 24 tot 
48 uur, de andere met in hoofdzaak pharyngeale verschijnselen en een 
incubatieperiode van 5 tot 6 dagen; beide ziekten worden vermoedelijk 
door een filtreerbaar agens (of agentia), waarschijnlijk een virus 
(virussen) veroorzaakt (Comm. on A.R.D,, 1947b). 
§ 3 Onderzoekingen over de aetiologie van A.R.D.: isolatie 
en eigenschappen van adeno-virussen 
Uitgaande van de gedachte dat een kweek van cellen, afkomstig van 
de tractus respiratorius, misschien gevoelig is voor de virussen, die 
waarschijnlijk infecties van de luchtwegen veroorzaken, hebben Hilleman 
en Werner getracht om met behulp van kweken van trachea-cellen virus 
te isoleren uit materiaal van patiënten met primaire atypische pneumonie 
en A.R.D. (Hilleman en Werner, 1954). Bij dit onderzoek isoleerden 
zij een cytopathogeen agens (,,RI-67") uit de gorgelvloeistof van een 
recruut met primaire atypische pneumonie. Het betrof een patiënt uit 
een epidemie van A.R.D. en primaire atypische pneumonie in een groot 
Amerikaans legerkamp. In deze epidemie toonde 20% der zieken het 
beeld van primaire atypische pneumonie; bij geen van hen waren koude-
agglutininen of Streptococcen M.G.-agglutininen in het post-infectieuze 
serum aantoonbaar. Het „RI-67" agens werd geïsoleerd in een kweek 
van menselijke trachea-cellen, en kon gemakkelijk in HeLa-cellen wor-
den gepasseerd. Het agens verwekte na iedere overenting degeneratie 
van de cellen met typische veranderingen. De cellen rondden zich af, 
waarbij in het cytoplasma een donkere korreling optrad; zij vormden 
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vervolgens donkere compacte aggregaten en lieten tenslotte los van de 
wand. Het agens toonde de kenmerken van een virus. Het bleek, dat vier 
andere patiënten uit dezelfde epidemie, waarvan twee leden aan A.R.D. 
en twee het ziektebeeld van primaire atypische pneumonie toonden, even-
eens met een soortgelijk virus waren besmet, en tijdens de ziekte anti-
stoffen hadden ontwikkeld. Hilleman en Werner duidden deze virussen 
aan met de naam RI-virussen, als afkorting van „Respiratory Illness". 
De conclusie uit het onderzoek van Hilleman en Werner, dat het 
„RI-67" virus zeer waarschijnlijk de verwekker is van A.R.D., werd 
bevestigd door Dingle en medewerkers; (Dingle, 1949a). Serologisch 
onderzoek toonde aan, dat vrijwilligers, die in 1943 en in 1944 waren 
besmet met materiaal van patiënten met A.R.D., en die vervolgens ziek 
waren geworden, neutraliserende antistoffen hadden gevormd tegen het 
respiratoire virus van Hilleman. Het bleek dat de personen, die na 
besmetting niet ziek waren geworden, reeds antistoffen bezaten aan het 
begin van de proef, op het tijdstip van de besmetting. Er bestond dus 
een zeer duidelijk verband tussen immuniteit ten opzichte van het nieuwe 
virus en het bezit van antistoffen tegen dit virus in het bloed. Het bleek 
tevens dat het ,,RI-67" virus gevallen van „bronchitis gelijkende op 
atypische pneumonie" kon veroorzaken. Er werd geen verband gevon-
den tussen het ,RI-67" virus en verkoudheid, noch tussen het „RI-67" 
virus en die vorm van primaire atypische pneumonie, die door ontwik-
keling van koude agglutininen is gekenmerkt (Dingle, 1949 a; Dingle 
e.a., 1954). 
Kort voor de publicatie van Hilleman en Werner, betreffende het 
„RI-67" virus, deelden Huebner en Rowe, van de National Institutes 
of Health in de Verenigde Staten, mede, dat zij een aantal tot dusver 
onbekende virussen hadden geïsoleerd ( Rowe e.a., 1953 ). Zij verrichtten 
met hun medewerkers een onderzoek naar de groei van menselijk 
adenoid weefsel in vitro en namen hierbij waar, dat in een groot aantal 
van deze kweken „spontaan" een bepaalde degeneratie van de uitge-
groeide cellen optrad. De degeneratie bestond uit een afronding van de 
cellen aan de periferie van het weefselfragment, die voortschreed naar 
het centrum en uiteindelijk leidde tot een volledige destructie van de 
gehele cellaag. Dit effect was in serie overentbaar zowel op normale, 
tevoren niet degenererende adenoïd-culturen, als op kweken van HeLa-
cellen (Gey e.a., 1952) en op kweken van andere cellen. In iedere 
passage werd ditzelfde karakteristieke cytopathogene effect waargeno-
men. Het effect trad ook op na overenting van gefiltreerde kweekvloei-
stoffen van gedegenereerde adenoïd-culturen. Bij bacteriologisch onder-
zoek werden geen micro-organismen gevonden. 
Op grond van deze bevindingen leek het waarschijnlijk dat de ver-
wekker van dit effect een virus was. De onderzoekers gaven er voor-
lopig de naam aan van A.D.-agens („Adenoid Degeneration" agent). 
Het A.D.-agens was niet pathogeen voor laboratorium-dieren. Na hyper-
immunisatie van konijnen met kweekvloeistof, die dit agens bevatte, 
werden antilichamen gevonden die het cytopathogene effect in de weef-
selkweek remden. In sera van mensen werden eveneens neutraliserende 
antistoffen tegen het A.D.-agens aangetroffen. Antisera tegen verschil-
lende bekende virussen neutraliseerden het nieuwe virus niet (Rowe e.a.. 
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1953). Huebner en Rowe hebben na de isolatie van het A.D.-agens hun 
onderzoekingen over het voorkomen van virussen op de slijmvliezen van 
gezonde en zieke personen voortgezet en hebben hierbij vele andere aan 
het A.D.-agens verwante virussen geïsoleerd (Huebner e.a., 1954). Zij 
hebben toen voorgesteld om de nieuwe groep virussen, waarvan ook 
het A.D.-agens deel uitmaakt, aan te duiden met de naam „Adenoidal 
Pharyngeal Conjunctival" (A.P.C.) agents, aangezien deze agentia 
werden aangetroffen in chirurgisch verwijderde adenoiden en tonsillen, 
en verder in nasopharyngeale en conjunctivale afscheidsproducten van 
patiënten met nasopharyngitis en conjunctivitis. 
Het bleek dat de A.P.C.-virussen tot één groep behoorden en de 
volgende eigenschappen gemeen hebben: 
1. Alle virusstammen veroorzaken hetzelfde karakteristieke cytopatho-
gene effect in culturen van menselijke en dierlijke cellen. 
2. Zij bezitten een gemeenschappelijk groep-specifiek oplosbaar com-
plementbindend antigeen. 
3. Zij zijn resistent tegen aether en tegen Sulfonamiden en de tot dus-
ver bekende antibiotica. 
4. Zij worden geïnactiveerd door verhitting gedurende 30 minuten op 
56° С 
5. Zij zijn niet pathogeen voor de volgende laboratoriumdieren: konij­
nen, muizen, caviae, hamsters, katoenratten, rhesusapen, chimpan­
sees, kippen en fretten. 
Door middel van kruisneutralisatieproeven met een groot aantal 
geïsoleerde stammen en de hiertegen door hyperimmunisatie bereide 
konijnen-antisera werd vastgesteld, dat de groep der A.P.C.-virussen 
in tenminste zes immunologisch verschillende typen kon worden onder-
verdeeld. De typen werden aangegeven met de arabische cijfers 1 tot 
en met 6. 
Het bleek dat het „RI-67" virus van Hilleman tot het type 4 van de 
A.P.C.-virussen behoorde (Huebner e.a., 1954; Parrot e.a., 1954; Rowe 
e.a., 1955). 
Naderhand werden nog acht andere serotypen van de A.P.C.-groep 
geïsoleerd. De typen 7 tot en met 12 waren uit menselijk materiaal 
gekweekt en de twee overigen, waaraan nog geen nummer werd 
gegeven, waren afkomstig van apen (Rowe e.a., 1956 b) . 
Enige onderzoekers hebben van een aantal adeno-virussen bepaalde 
physische eigenschappen onderzocht. Hilleman en medewerkers hebben 
getracht de diameter van de viruspartikels te bepalen. De afmetingen die 
zij met verschillende methodieken vonden varieerden van 90 m μ tot 
115 m μ. Zij toonden tevens aan dat het complementbindend antigeen 
kleiner was dan de viruspartikels en dat het, zowel door middel van 
ultracentrifugatie alsdoor filtratie, van de viruspartikels was te scheiden 
(Hilleman e.a., 1955 d ) . Andere onderzoekers hebben met behulp van 
electronenmicroscopie aangetoond, dat adeno-virussen zich in de kernen 
van de cellen vermenigvuldigden. Zij namen hierbij waar, dat de virus­
partikels in kristalachtige vormsels gegroepeerd lagen (Kjellén e.a., 
1955b; Councilman Morgan e.a., 1956). 
Onlangs hebben een aantal Amerikaanse onderzoekers voorgesteld 
de virussen, die voordien, afhankelijk van het laboratorium waar het 
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onderzoek werd verricht, A.D., R.I., of A.P.C.-virussen werden 
genoemd, in het vervolg aan te duiden met de naam adeno-virussen 
(Enders e.a., 1956). De naam adeno-virus werd gekozen op grond van 
de historische overweging dat de eerste stammen van deze groep uit 
adenoïd-weefsel afkomstig zijn en bovendien, omdat bij infecties met 
deze virusen het lymphoïde weefsel veranderingen ondergaat. In de 
groep der adeno-virussen worden de serologisch verschillende typen 
ingedeeld volgens de klassificatie van Huebner en Rowe. 
§ 4 Onderzoekingen over de kliniek en de epidemiologie 
van infecties door adeno-virussen 
Klinische gegevens over Infecties door adeno-virussen 
Behalve de reeds genoemde respiratoire aandoeningen: A.R.D., 
„bronchitis gelijkende op atypische pneumonie" en primaire atypische 
pneumonie zijn er nog een aantal andere ziektebeelden, die vrijwel zeker 
door adeno-virussen worden veroorzaakt. In 1955 beschreven Bell en 
medewerkers een nieuw syndroom, dat door hen „pharyngo-conjunctival 
fever" werd genoemd (Bell e.a., 1955). De belangrijkste verschijnselen 
van deze ziekte waren: koorts, pharyngitis, en een niet etterige, vaak 
eenzijdige, conjunctivitis. De symptomen kwamen meestal in combinatie 
voor, soms echter afzonderlijk. In verschillende epidemieën werd een 
duidelijk aetiologisch verband gevonden tussen adeno-virus type 3 en 
acute pharyngo-conjunctivitis (Bell e.a., 1955; Parrot e.a., 1954: Ryan 
e.a., 1955). 
Het vermoeden werd geopperd dat de ziekte zich via zwembaden kan 
verspreiden. De oorzaak hiervan is misschien gelegen in het feit, dat de 
conjunctivae door het zwemwater worden geïrriteerd en dat tengevolge 
hiervan het virus gemakkelijker de slijmvliezen kan binnen dringen 
(Ormsby en Aitchison, 1955 b) . Bij een epidemie van een niet bacteriële, 
met koorts verlopende pharyngitis, waarbij geen conjunctivitis optrad, 
vonden Dingle en medewerkers eveneens adeno-virus type 3 als aetio-
logisch agens. Het bleek dat het bezit van neutraliserende antistoffen 
ten opzichte van type 3 vrijwel steeds gepaard ging met immuniteit 
(Dingle e.a., 1955; Ginsbergen e.a., 1955b). 
Uit comea-schraapsel van een patiënt met typische verschijnselen 
van een kerato-conjunctivitis epidemica werd een nieuw type adeno-virus 
(„Trim"-virus) geïsoleerd. Het virus werd geklassificeerd als type 8. 
Neutralisatieproeven met sera van patiënten uit Amerika, Canada, Italië, 
Zwitserland en Japan toonden aan, dat er waarschijnlijk een aetiologisch 
verband tussen dit virus en kerato-conjunctivitis epidemica bestaat 
(Jawetz e.a.,: 1955a, 1955b, 1956). 
Door andere onderzoekers werd bij patiënten met kerato-conjunctivitis 
epidemica in een aantal gevallen adeno-virus type 3 geïsoleerd (Ormsby 
e.a., 1955; Fowle e.a., 1955). 
Epidemiologische gegevens over infecties door adeno-virussen 
Uitgebreide onderzoekingen, die in verschillende grote Amerikaanse 
legerkampen, zowel van de landmacht als van de vloot, zijn verricht 
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hebben aangetoond, dat een belangrijk percentage van de gevallen van 
A.R.D. en van primaire atypische pneumonie zonder vorming van koude 
agglutininen door adeno-virus werd veroorzaakt. Deze percentages 
adeno-virusinfecties onder de manschappen varieerden in de verschil-
lende epidemieën van 15% tot 80% van de totale sterkte. Het bleek 
dat, in tegenstelling tot influenza, infecties met adeno-virussen gedu-
rende het gehele jaar voorkwamen, met de hoogste frequentie in de 
wintermaanden. Recruten werden hierbij in een veel hoger percentage 
geïnfecteerd dan geoefende militairen. Bij één onderzoek vond men dat 
77% der recruten tijdens de eerste acht weken van hun opleiding com-
plementbindende antistoffen tegen adeno-virus ontwikkelde. In bijna 
60% van het totale aantal serologische positieve gevallen ging de infectie 
gepaard met klinische verschijnselen. In het Amerikaanse leger isoleerde 
men uitsluitend adeno-virus type 3, 4 en 7; dikwijls werden tijdens één 
epidemie al deze drie typen aangetroffen (Hilleman e.a.,: 1955 a, 1955 b, 
1955 e; Berge e.a., 1955; Rowe e.a., 1956c; Grayston e.a., 1956b). 
Behalve in de Verenigde Staten zijn ook in enkele Europese landen 
onderzoekingen over het voorkomen van infecties door adenovirussen 
verricht. In Zweden isoleerden Kjellén en Svedmyr een aantal adeno-
virusstammen van patiënten met pharyngitis, tonsillitis en lymphadenitis 
cervialis en bovendien van enkele patiënten die leden aan lymphadenitis 
mesenterica acuta. Met deze stammen werden geen proeven verricht ter 
bepaling van het type (Kjellèn en Svedmyr, 1955a). 
In ons land werd in 1955 door van der Veen en Kok melding gemaakt 
van de isolatie van adeno-virussen bij recruten (van der Veen en Kok,: 
1955 b, 1957 a, 1957 b) . Daarna werden in het laboratorium van 
Verlinde te Leiden door middel van complementbinding-reacties even-
eens gevallen van adeno-virusinfectie vastgesteld (Borghans e.a., 1956). 
In 1957 isoleerden van der Veen en medewerkers tijdens een epidemie 
van acute, met koorts verlopende, pharyngo-conjunctivitis bij kinderen 
te Waalwijk in een groot aantal gevallen adeno-virus type 3 (van der 
Veen e.a., 1957 c). 
In Engeland isoleerden Zaiman en medewerkers adeno-virus type 1, 
2 en 5 uit in kweek gebrachte adenoiden. Zij onderzochten tevens 254 
serumparen van burgers en militairen die aan acute respiratoire aan-
doeningen hadden geleden. Bij 17 militairen en bij 1 burger werd een 
significante stijging van de titer van complementbindende antistoffen 
tegen adeno-virus gevonden. Alle 18 patiënten leden aan „febrile 
catarrh" (Zaiman e.a., 1955). Andere Engelse onderzoekers onder-
zochten serumparen die tussen 1952 en 1955 waren verzameld van 
patiënten met een acute respiratoire aandoening. In ruim 10% der geval-
len vonden zij significante stijgingen van de titer van complementbin-
dende antistoffen tegen adeno-virus (Balducci e.a., 1956). Zowel bij 
de landmacht als bij de luchtmacht van het Engelse leger zijn onder-
zoekingen verricht over de betekenis van adeno-virussen bij respiratoire 
aandoeningen onder de manschappen (Tyrell e.a., 1956; Andrews e.a., 
1956). Tyrell en medewerkers beschreven enkele epidemietjes, die, 
blijkens de uikomsten van het serologisch onderzoek, vermoedelijk door 
adeno-virus waren veroorzaakt. Tijdens dit onderzoek isoleerden zij twee 
adeno-virusstammen die immunologisch verschilden van de typen 1-11 
(Tyrell e.a., 1956). 
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Bij een röntgenologisch onderzoek van recruten in Zwitserland vond 
men in een vrij groot aantal gevallen longinfiltraten. De meeste van 
deze recruten hadden ongeveer een maand tevoren een griep-achtige 
aandoening doorgemaakt. Het bleek, dat in het bloed van 79% 
der recruten complementbindende antistoffen tegen adeno-virus aan-
wezig waren, terwijl bij een controle-groep uit de burgermaatschappij 
slechts bij 35% der onderzochte personen antistoffen werden gevonden. 
De schrijvers vermoeden dat de longinfiltraten het gevolg zijn van een 
voorafgaande infectie met adeno-virus (Löffler e.a., 1956). 
In Hamburg kwam in de zomer van 1955 een epidemie van acute 
respiratoire infecties voor, vooral onder de schoolgaande kinderen. De 
voornaamste ziekteverschijnselen waren: algemene malaise, koorts en 
een ontsteking van de bovenste luchtwegen. Soms zag men verschijnse-
len van een ontsteking van het maagdarmkanaal. Bijna pathognomo-
nisch was bovendien een eenzijdige conjunctivitis. Van slechts 4 patiën-
ten werden sera, die aan het begin en na afloop van de ziekte waren 
afgenomen, onderzocht. Er werden geen proeven verricht om virus te 
isoleren. Op grond van het serologisch onderzoek achtte men het waar-
schijnlijk dat de infecties door adeno-virus type 3 waren veroorzaakt 
(Von Glander e.a., 1956). 
Sohier toonde door middel van complementbinding-reacties aan, dat 
adeno-virussen vermoedelijk ook in Frankrijk voorkomen. In twee kleine 
epidemietjes van influenza-achtige aandoeningen vond hij bij 9 kinderen 
een significante stijging van de titer van complementbindende antistoffen 
tegen adeno-virus (Sohier, 1956 a; Sohier, 1956 b). 
Vaccinatie tegen infecties door adeno-virussen 
In verband met de hoge frequentie van A.R.D. en primaire atypische 
pneumonie onder recruten is men er in de Verenigde Staten, reeds kort 
na de ontdekking van het adeno-virus, begonnen met de bereiding van 
adeno-virus vaccins, in de hoop door middel van vaccinatie het aantal 
infecties te kunnen verminderen. De eerste proeven werden verricht met 
adeno-virus type 3. Het vaccin werd bereid door kweekvloeistof, die 
adeno-virus type 3 bevatte, met formaline of door verhitting te inacti-
veren. Dit vaccin werd ingespoten bij vrijwilligers, die na de vaccinatie 
met hetzelfde type virus werden besmet als waarmede zij waren inge-
spoten. Een deel van de vrijwilligers ontving 3 maal 2 ml vaccin intra-
musculair; een ander deel 1 maal 2 ml intramusculair. Twee weken later 
werden zij besmet met adeno-virus type 3; het virus werd met 
een tampon op de conjunctiva palpebralis inferior gewreven. Het was 
niet mogelijk om op een andere wijze ziekte op te wekken. Het bleek 
dat het vaccin, onafhankelijk van de wijze van inactivering en onafhan-
kelijk van de toegediende dosis, in ten minste 70% der gevallen 
bescherming tegen infectie bood (Huebner e.a., 1955). 
Na deze oriënterende onderzoekingen zijn er in de Verenigde Staten 
op grote schaal proeven met adeno-virusvaccins genomen. De vaccins 
bevatten de typen 3, 4 en 7 en waren deels door formaline, deels door 
verhitting geïnactiveerd. Met deze polyvalente vaccins werden grote 
groepen recruten van de landmacht en van de marine ingespoten. Het 
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bleek dat de vaccins geheel onschadelijk waren en een zeer sterke ver-
mindering van het aantal respiratoire ziekten onder de gevaccineerden 
teweeg brachten. Hilleman en medewerkers zagen bij vaccinatie van 
ruim 300 recruten met een vaccin, dat type 4 en 7 bevatte, een vermin-
dering van 90% der gevallen van A.R.D., in vergelijking met een even 
grote niet gevaccineerde contrôle-groep uit dezelfde compagniën (Hille-
man e.a., 1956). Bell en medewerkers verrichtten een proef waarbij een 
groep van 4000 recruten werd geïmmuniseerd en een groep van 12000 
niet-gevaccineerde recruten als controle werd bestudeerd. Het vaccin 
bevatte adeno-virus type 3, 4 en 7. Tijdens de proef heerste er een 
epidemie van luchtweginfecties, die door adeno-virus type 4 werd ver-
oorzaakt. Het bleek dat door de vaccinatie 50-70% van het verwachte 
aantal, met koorts verlopende, respiratoire infecties werd voorkomen. 
In verband met deze gunstige resultaten achten de schrijvers het van 
belang om systematisch een groot deel van de aankomende recruten 
tegen infecties met adeno-virus te vaccineren (Bell e.a., 1956b). 
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HOOFDSTUK II 
Materialen en Methoden 
§ 1 Glaswerk 
Voor de weefselkweek en voor proeven met virussen werd gebruik 
gemaakt van: 
a. Buizen van Kimble neutraglas, 150 χ 16 mm, afgesloten door een 
bakelieten schroefdop met rubberinlage. 
b. Flessen van Kimble neutraglas met een inhoud van 250 ml en een 
zijde-oppervlakte van ongeveer 50 cm2, afgesloten door een bake­
lieten schroefdop met rubberinlage. 
с Roux-flessen van Pyrexglas met een inhoud van 1000 ml en een 
zijde-oppervlakte van ongeveer 250 cm2, afgesloten door een rubber-
stop. 
Voor het bewaren van virusbevattend materiaal en van media, of 
bestanddelen hiervan, werd gebruik gemaakt van buizen van Pyrexglas, 
afgesloten door een rubberstop en van flessen van Kimble neutraglas. 
Centrifugebuizen, pipetten Pasteur, gecalibreerde pipetten en maatgla­
zen, die bij de weefselkweek en bij virologische en serologische proeven 
werden gebruikt, waren van gewoon glas vervaardigd. 
Desinfectie, reiniging en sterilisatie van het glaswerk 
De behandeling van het glaswerk geschiedde volgens het onder­
staande voorschrift: 
Het glaswerk wordt in roestvrij metalen pannen onder water gezet. 
Aan het water wordt een synthetisch detergens toegevoegd (50-60 
gr Unitron - Scholtens - op 16 1 water) en hierin wordt het materiaal 
gedurende 15 minuten in een autoclaaf zonder overdruk gestoomd. 
Indien het water niet troebel is wordt daarna alles hierin gewassen 
en geborsteld, vervolgens 1 maal gespoeld met leidingwater en 3 maal 
nagespoeld met aqua destillata. De flessen en buizen, die voor de weef­
selkweek en voor proeven met virussen worden gebruikt, worden hierna 
nog op een speciale wijze behandeld; zij worden gedurende tenminste 
6 uur geplaatst in een oplossing van kalium-bichromaat en zwavelzuur 
(40 gr К2СГ2О7 en 80 ml H2SO4 op 1 liter aqua destillata), vervolgens 
10 maal zeer goed gespoeld met leidingwater en 3 maal met aqua des­
tillata nagespoeld. 
Al het glaswerk wordt ten slotte op dezelfde wijze gesteriliseerd: na 
drogen in een droogkast wordt het gedurende 1 uur verhit op 160° C. 
in een electrische droog-sterilisator. Vóór de sterilisatie worden de 
pipetten voorzien van een wattenprop, de flessen en kolven van een 
wattenprop in gaas. De buizen en pipetten worden gesteriliseerd in 
aluminium trommels of kokers. 
Rubberstoppen, rubber centrifuge-kappen en bakelieten schroefdek-
sels worden op dezelfde manier gedesinfecteerd en gereinigd als het 
glaswerk, maar worden nat gesteriliseerd door autoclaveren gedurende 
И uur op 110° C. 
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§ 2 Kweekvloeistof 
Bij de weefselkweek spelen de media een belangrijke rol. Ondanks 
vele pogingen is men er nog niet in geslaagd om een medium, waarin 
cellen continu kunnen worden voortgekweekt, geheel synthetisch te 
bereiden. Men is daarbij nog altijd afhankelijk van sera van mens of 
dier of van andere producten van menselijke of dierlijke oorsprong als: 
amnionvloeistof, ascitesvocht, weefselextracten e.d. 
Door ons werden, evenals in vele andere laboratoria, media gebruikt 
die zijn samengesteld uit de volgende bestanddelen: 
a. Serum. 
b. Gebufferde, isotonische zoutoplossing. 




De weefsels werden gekweekt in media die serum van mensen, res­
pectievelijk navelstrengserum en serum van volwassenen, serum van 
paarden, of serum van kalveren bevatten, 
In enkele proeven werden na de virusenting de weefselculturen 
aangehouden in media die serum van kippen of konijnen bevatten. 




Navelstreng mensenserum N M S 
Paardenserum PS 
Volwassen mensenserum V M S 
Het paardenserum werd betrokken van de afdeling sera en vaccins 
van het Rijks Instituut voor de Volksgezondheid te Utrecht en werd 
gesteriliseerd door filtratie via een Seitz-EK filter. Alle andere sera wer­
den door ons zelf bereid. 
De daarbij toegepaste methode is als volgt: 
Afnemen van bloed 
Het benodigde bloed wordt via een gesloten systeem afgenomen. Dit 
systeem is samengesteld uit een afneemsyteem en een vacuumflacon. 
Het afneemsysteem bestaat uit een rubberslang die beiderzijds voor­
zien is van een venapunctie-naald. De naalden zijn beschermd door 
een glazen cylindertje, afgesloten met een propje watten. In de rubber-
slang is op korte afstand van de punctienaald een peilglaasje aange­
bracht. Het systeem wordt in zijn geheel in plastic zakjes (Clear View 
Ltd., London) gesteriliseerd door autoclaveren en vervolgens in deze 
zakjes tot het gebruik bewaard. 
Voor het opvangen van bloed worden vacuum-flacons met een inhoud 
van 30, 50, 100, of 500 ml gebruikt. De flacons van 500 ml zijn soort-
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gelijke flessen als bij de bloedtransfusiedienst worden toegepast. Zij 
zijn afgesloten door een aluminium schroefkraag met rubberinlage. De 
kleinere flacons wijken hiervan alleen af in grootte, maar zijn, wat de 
vorm en de afwerking betreft, hieraan gelijk. De flacons worden op de 
reeds beschreven wijze gereinigd en gesteriliseerd. Onmiddellijk vóór 
het vacuum zuigen wordt de afsluitende gaasprop vervangen door een 
steriele schroefkraag met rubberinlage. Vervolgens wordt de flacon via 
een steriele venapunctie-naald met een electrische zuigpomp vacuum 
gezogen. 
Het bloed wordt nu, als volgt, afgenomen: 
De punctieplaats wordt met een mengsel van aether-alcohol grondig 
gereinigd, nadat eventueel aanwezige haren zijn afgeschoren, en daarna 
gedesinfecteerd met jodium-tinctuur. Ook de rubberinlage van de 
vacuumflacon wordt met jodium gedesinfecteerd. 
Vervolgens verwijdert men het glazen cylindertje van de punctie-
naald en puncteert men het vat. Zodra door het peilglaasje bloed gaat 
lopen, wordt de beschermer van de andere naald verwijderd en wordt 
deze naald door de rubberinlage van de vacuumflacon gestoken. De 
flacon zuigt nu bloed aan tot het vacuum is opgeheven of tot de rubber-
slang wordt dichtgeklemd. Heeft men voldoende bloed verkregen dan 
wordt eerst de naald uit de vacuumflacon getrokken en pas daarna 
wordt de andere naald uit het vat verwijderd. 
Het voordeel van dit systeem is dat de kans op besmetting van het 
bloed tot een minimum beperkt wordt en dat men ook op steriele wijze 
bloed kan afnemen op plaatsen waar de lucht zeer sterk bacteriëel is 
verontreinigd, zoals in dierenstallen in het algemeen het geval is. Met 
dit vacuümsysteem worden de verschillende sera afgenomen. 
Navelstrengbloed wordt onmiddellijk na de geboorte van de placenta 
uit de vena umbilicalis afgezogen. Bij volwassenen wordt het bloed 
verkregen uit de cubitale venen; daarbij wordt ook wel het bij de bloed-
transfusiedienst gebruikelijke afneemsysteem, met ontluchting, toegepast. 
Kalverenbloed wordt afgenomen uit de vena jugularis externa; hiervoor 
gebruiken wij een afneemsysteem met speciaal voor dit doel vervaar-
digde 8 cm lange vleugelnaalden met een inwendige diameter van 3 mm. 
Kippen- en konijnenbloed wordt rechtstreeks uit het hart afgezogen. 
Senimbereiding 
Na het afnemen laat men het bloed 30 tot 60 minuten bij kamer-
temperatuur staan. Vervolgens wordt het gestolde bloed van de wand 
losgemaakt. Meestal gelukt dit door de flacon enkele malen krachtig 
te schudden; anders wordt het stolsel met een steriele pipet of roerstaaf 
losgemaakt. Daarna laat men de flacon 24 uur staan bij kamertempe-
ratuur. Na deze periode wordt het serum overgepipetteerd in steriele 
centrif ugebuizen en gedurende 10-30 minuten gecentrifugeerd op 
3000 r.p.m. Bij kalverenserum is het wel eens nodig deze laatste behan-
deling 1 of 2 maal te herhalen. 
Het zo verkregen heldere serum wordt overgepipetteerd in buizen of 
flessen en wordt, na het inzetten van de steriliteitscontrôle, hierin 
bewaard bij —20° C , gedurende ten hoogste 6 maanden. 
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Steciliteitscontrôle 
ledere buis of fles met serum wordt vóór het gebruik op steriliteit 
gecontroleerd. 
Men laat de te onderzoeken monsters na het uitvullen gedurende 
2 dagen bij kamertemperatuur staan. Hierna ent men 0,25 ml (5 drup-
pels) indien de te onderzoeken hoeveelheid groter is dan 50 ml, of 
0,1 ml (2 druppels) bij kleinere hoeveelheden, in ieder der volgende 
buizen: 2 buizen met vleesbouillon bij 37° C , 2 buizen met Brewers' 
voedingsbodem bij 37° C , en 2 buizen met vleesbouillon bij 22° C. De 
beënte buizen worden gedurende H dagen bij deze temperaturen 
geïncubeerd en op de 7e en 14e dag microscopisch gecontroleerd. 
Verontreinigde sera worden weggedaan. Voor het gebruik in de 
weefselkweek worden de sera uitgevuld in kleinere hoeveelheden in bui-
zen en gedurende ten hoogste 3 weken bij 4° C. bewaard. 
Van volwassen mensenserum werden, na de steriliteitscontrôle, steeds 
de sera van twee personen „gepoold" die daarna in kleinere hoeveel-
heden werden uitgevuld. 
Om een indruk te geven van de met dit systeem bereikte resultaten, 
wordt in tabel 1 een overzicht gegeven van het aantal onderzochte 
monsters serum en van het aantal bacteriële verontreinigingen die hier-
in werden gevonden. 
TABEL 1 
Bacteriologisch onderzoek van monsters serum. 









































De zoutoplossing in het medium heeft een meervoudig doel. In de 
eerste plaats dient zij als verdunningsvloeistof voor het serum. Daar­
naast is de samenstelling zo gekozen, dat de oplossing isotonisch is en 
bovendien een pH-bufferende werking heeft. Glucose wordt toegevoegd 
als extra voedingsstof voor de cellen. In de literatuur worden vele zout-
oplossingen beschreven. Wij gebruikten de oplossingen van Hanks en 
Tyrode. 
Alle chemicaliën, die voor de bereiding van deze oplossingen werden 
gebruikt, waren pro analysi praeparaten van Merck. 
Hanks' oplossing 
werd bereid volgens het onderstaande voorschrift: 
Oplossing A: 160 g NaCl 
8 g KCl 
en 4 g MgS047H20 worden afgewogen en opgelost 
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in 800 ml aqua bidestillata. Vervolgens wordt 2,8 g СаСІг opgelost in 
100 ml aqua bidestillata. De beide oplossingen worden aan elkaar toe­
gevoegd en aangevuld tot 1000 ml aqua bidestillata. Deze oplossing 
wordt bewaard in flessen van Pyrex glas, die worden afgesloten met 
een rubberstop. Als conserveermiddel wordt 2 ml chloroform toege­
voegd. De flessen met oplossing A worden gedurende ten hoogste 3 
maanden bij 4° C. bewaard. 
Oplossing B: 2.40 g N a 2 H P 0 4 12 H2O (of 1.20 g NaaHPOí 2 H2O) 
1.20 g KH 2 РО4 
en 20.00 g glucose worden afgewogen en opgelost in 
ongeveer 800 ml aqua bidestillata. Hieraan voegt men 100 ml 0,4% 
phenolrood toe en men vult het volume aan tot 1000 ml aqua bidestil­
lata. Als conserveermiddel wordt 2 ml chloroform toegevoegd en deze 
oplossing wordt bewaard in flessen van Pyrex glas, die worden afge­
sloten met een rubberstop. De flessen met oplossing В worden gedu­
rende ten hoogste 3 maanden bij 4° C. bewaard. 
Phenolrood-oplossing 
wordt, als volgt, bereid: 
Men weegt 1 gram phenolrood af in een fles en voegt onder schud­
den langzaam 1/20 N N a O H toe, totdat het poeder bijna is opgelost. 
Vervolgens wordt N a O H druppelsgewijs toegevoegd totdat het poeder 
volledig is opgelost en een dieprode kleur is ontstaan; een overmaat 
N a O H veroorzaakt een paarse kleur. In totaal voegt men 70-75 ml 
1/20 N N a O H toe. Hierna voegt men aqua bidestillata toe tot een 
volume van 250 ml. 
De volledige Hanks' oplossing is samengesteld uit: 
1 volume oplossing A 
1 volume oplossing В en 
18 volumina aqua bidestillata. 
De volledige Hanks' oplossing wordt gedurende 10 minuten geauto-
daveerd op 115,5° C. en wordt gedurende ten hoogste 1 week bij 4° C. 
bewaard. Onmiddellijk (enkele uren) voor het gebruik voegt men per 
100 ml volledige Hanks' (А + В) oplossing 2,5 ml 1,4% N a H C O s -
oplossing toe. 
2 а//СОз-ор/о55іп# 
wordt, als volgt, bereid: men weegt 1,4 g N a H C O j af en voegt hieraan 
100 ml aqua bidestillata toe. Vervolgens wordt de oplossing gedurende 
10 minuten geautoclaveerd op 115,5° C. De NaHCÒa oplossing wordt 
gedurende ten hoogste 2 weken bij 4° C. in een zeer goed afgesloten 
fles bewaard. 
Tyrode's oplossing 
wordt, als volgt, bereid: 
Men weegt af: NaCl 0,20 g 
KCl 0,20 g 
СаСІз 0,10 g 
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MgCla 6 H 2 0 0,05 g 
NaHaPOi 2H2O 0,20 g 
NaHCOs 2,00 g 
glucose 8,70 g 
en lost de stoffen in deze volgorde op in 1000 ml aqua bidestillata. De 
oplossing wordt vervolgens gesteriliseerd door filtratie onder druk via 
een Seitz-EK filter. Na de filtratie wordt de pH op 7,4 gebracht. Na 
het uitvullen in flessen wordt de oplossing op steriliteit gecontroleerd 
volgens dezelfde methode als voor sera is aangegeven. 
Lactalbumine-hydrolysaat oplossing (afkorting LAH) 
Het is gebleken dat men in kweekvloeistof een veel lagere serum-
concentratie kan gebruiken, indien men aan het medium hydrolysaten 
van bepaalde eiwitten toevoegt. Wij gebruikten voor dit doel het door 
Melnick aangegeven lactalbumine-hydrolysaat (Melnick en Riordan, 
1952). 
Lactalbumine-hydrolysaat oplossing wordt bereid volgens het onder-
staande voorschrift: 
Men voegt aan 2,5 gram lactalbumine-hydrolysaat poeder (Nutritio-
nal Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio) 97,5 ml Hanks' oplos-
sing toe (de hiervoor gebruikte Hanks' oplossing mag geen bicarbonaat 
bevatten). Dit mengsel wordt vervolgens gedurende 10 minuten op 
115,5° C. geautoclaveerd, waardoor het poeder oplost. De aldus ver-
kregen oplossing wordt bij ·—20° C. bewaard gedurende ten hoogste 
2 maanden. Vóór het gebruik verwarmt men de oplossing in lauw water, 
waardoor een eventueel gevormd praecipitaat weer oplost. Na afkoeling 
moet de pH van de oplossing, die ongeveer 6,8 is, met steriele 0,1 N 
NaOH op 7,5 worden gebracht. De NaOH-oplossing wordt gesterili-
seerd door verhitting in een autoclaaf gedurende 10 minuten op 120° C. 
Antibiotica 
Behoudens enkele uitzonderingen werden aan de media steeds anti-
biotica toegevoegd. Hiervoor werden penicilline en streptomycine 
gebruikt. 
Oplossingen van penicilline en streptomycine van respectievelijk 
20.000 E en 50.000 γ per ml worden in voorraad gehouden. De voor­
raadoplossing van penicilline wordt ten hoogste 1 week en van strepto­
mycine ten hoogste 4 weken bewaard bij 4° C. 
Van de voorraadoplossingen wordt zoveel aan het medium toege­
voegd, dat de eindconcentraties 50 E penicilline en 50 γ streptomycine 
per ml bedragen. Voor proeven waarin materiaal van patiënten wordt 
geënt zijn de eindconcentraties 100 E penicilline en 100 γ streptomycine 
per ml. 
Samenstelling van kweekvloeistoffen 
Bij de keuze van het medium voor weefselkweken is het van belang 
een onderscheid te maken tussen culturen die gedurende lange tijd 
moeten worden voortgekweekt. en culturen die slechts gedurende een 
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korte tijd behoeven te worden aangehouden, nadat hierin virus is geënt. 
Voor onze proeven gebruikten wij uitsluitend kweken van menselijk 
weefsel. In het algemeen groeien menselijke weefsels optimaal indien 
de kweekvloeistof menselijk serum bevat. De ervaring heeft geleerd dat, 
na aanpassing, sommige menselijke weefsels ook in media met dierlijk 
serum kunnen worden voortgekweekt. Men neemt dan echter veelal 
waar, dat het enige tijd vergt alvorens de cellen in het nieuwe medium 
weer hun normale aspect verkrijgen en zich goed gaan vermenigvul-
digen. Voor het voortkweken van weefsels zal men daarom bij voorkeur 
de samenstelling van het medium zo constant mogelijk houden. Indien 
men echter werkt met culturen waarin virus is geënt, dan kan men vol-
staan met een medium waarin de cellen gedurende enige tijd ·— zolang 
als de proef duurt — in leven blijven en kan men dus eventueel na de 
virusenting de cellen van een ander medium voorzien dan waarin zij 
zijn gekweekt. 
Bij virusentingen is het van belang dat het medium geen antistoffen 
tegen het betreffende virus bevat. Aangezien de meeste mensensera 
antistoffen tegen verschillende typen van de adeno-virusgroep bevatten, 
voorzagen wij de celkweken na de virusenting steeds van medium met 
serum van dieren. Indien cellen werden gebruikt, die waren voortge-
kweekt in medium met mensenserum, dan was het noodzakelijk om deze 
culturen tevoren enkele keren met het nieuwe medium te wassen ten-
einde ook achtergebleven sporen van mensenserum te verwijderen. 
Werden de entingen verricht in aan serum van dieren aangepaste cellen, 
dan kregen de cellen na virusenting medium met serum van hetzelfde 
diersoort. 
De bestanddelen der media worden op dezelfde dag bij elkaar gevoegd 
als waarop het medium wordt gebruikt. De hoeveelheden die bij de hier-
onder volgende media worden opgegeven zijn steeds berekend op 100 ml 
compleet medium. De tussen haakjes geplaatste afkortingen zijn de 
benamingen die in het vervolg van dit proefschrift voor de betreffende 
media worden gebruikt. 
Compleet medium mei navelstreng mensenserum (25% NMS-medium) 
Samenstelling: 75 ml Tyrode's oplossing 
25 ml navelstreng mensenserum 
0,25 ml penicilline (eindconcentratie 50 E per ml) 
0,10 ml streptomycine (eindconcentratie 50 y per ml) 
Compleet medium met volwassen mensenserum (40% VMS-medium) 
Samenstelling: 60 ml Hanks' oplossing 
40 ml volwassen mensenserum 
0,25 ml penicilline (eindconcentratie 50 E per ml) 
0,10 ml streptomycine (eindconcentratie 50 y per ml) 
э 
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Compleet medium met serum en lactalbumine-hydrolysaat 
Samenstelling: 5 ml serum *) 
75 ml Hanks' oplossing 
20 ml van een 2,5% lactalbumine-hydrolysaat-
oplossing (eindconcentratie 0,5%) 
0,25 ml penicilline (eindconcentratie 50 E per ml) 
0,10 ml streptomycine (eindconcentratie 50 y per ml) 
*) Het medium bevat een van de volgende sera: 
Kalverenserum ( 5 % KAS-medium) 
Kippenserum ( 5 % KIS-medium) 
Konijnenserum ( 5 % KNS-medium) 
Paardenserum ( 5 % PS-medium) 
Volwassen mensenserum ( 5 % VMS-medium) 
Trypsine-oplossing 
Sinds enkele jaren wordt voor het omzetten van celculturen gebruik 
gemaakt van de eitwitsplitsende werking van trypsine (Rous e.a., 
1915-16; Scherer e.a., 1953). 
Trypsine is in staat het verband tussen de cellen onderling en tussen 
de cellen en de glaswand te verbreken. Het is gebleken dat bij de gebrui-
kelijke concentratie en inwerkingstijd van trypsine de cellen hiervan 
geen merkbare nadelige invloed ondervinden. De wijze waarop wij 
celculturen met trypsine behandelen wordt bij de weefselkweek 
beschreven. 
Bereiding van trypsine-oplossing 
Bacto-trypsine 1 :250 (Difco) wordt opgelost in een gebufferde 
zoutoplossing, welke, als volgt, is samengesteld: 
Oplossing A: 
Men weegt af: NaCl 8.00 g 
KCl 2.00 g 
N a s H P O í 2H2O 2.90 g 
Κ Η 2 Ρ θ 4 0.20 g 
Deze zouten worden opgelost in 800 ml aqua bidestillata. 
Oplossing B: 
0.10 g CaCl (watervrij) wordt opgelost in 100 ml aqua bidestillata. 
Oplossing C: 
0.10 g МдСІг 6H2O wordt opgelost in 100 ml aqua bidestillata. 
De oplossingen А, В en С worden afzonderlijk gesteriliseerd door 
autoclaveren gedurende 10 minuten op 120° C. Vervolgens voegt men 
deze 3 oplossingen koud bij elkaar. Aan dit mengsel voegt men 5 gram 
trypsine 1 : 250 (Difco) toe, zodat de eindconcentratie hiervan 0,5% 
wordt. 
Door zacht verwarmen en roeren lost men dit op. De aldus verkregen 
trypsine-oplossing steriliseert men door filtratie via een Seitz-EK filter 
onder positieve druk. Na het uitvullen in flessen controleert men 
de oplossing op steriliteit, volgens dezelfde methode als voor sera is 
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aangegeven. De trypsine-oplossing wordt in flessen bij —20° C. gedu­
rende ten hoogste 2 maanden bewaard. Een aangesproken fles wordt 
ten hoogste gedurende 1 week gebruikt en in deze periode bij 4° С 
bewaard. 
§ 3 Weefselkweek 
In het algemeen kan men voor proeven met virussen primair geëxplan-
teerde weefsels gebruiken die gedurende korte tijd worden aangehouden, 
bijvoorbeeld: nierweefsel van apen, menselijk embryonaal weefsel of 
menselijk amnionweefsel, of men kan weefsels toepassen die in continue 
kweek zijn gebracht. Beide methoden hebben hun voor- en nadelen. 
Primair geëxplanteerde weefsels bieden het voordeel dat men op een 
bepaald moment een groot aantal culturen voor één bepaalde proef kan 
bereiden, zonder dat men daarnaast de weefsels behoeft aan te houden 
en om te zetten. Zij zijn gevoelig voor vele soorten virussen en vereisen 
minder strenge aseptische voorzorgen dan weefsels die continu worden 
voortgekweekt. Hier staat tegenover dat het moeilijk is om steeds vers 
menselijk weefsel te verkrijgen en dat het gebruik van apen kostbaar is. 
Bovendien zijn de eigenschappen van kweken van primair geëxplan-
teerde weefsels, die steeds van verschillende individuen worden verkre-
gen, wellicht minder constant dan bij continue kweken van eenzelfde 
soort cellen het geval is, terwijl steeds de mogelijkheid aanwezig is dat 
het materiaal latente virussen bevat, die de proeven kunnen storen. Het 
grote voordeel van de toepassing van continue kweken is, dat men met 
bekend materiaal werkt en dat de kans op aanwezigheid van latente 
virussen hierin zeer gering is. Continu voortgekweekte weefsels zijn 
echter slechts gevoelig voor enkele soorten virussen en moeten met 
grote zorg worden behandeld om bacteriële verontreiniging te voor-
komen. 
Het is uit de literatuur bekend dat adeno-virussen zich goed in 
kweken van menselijk weefsel kunnen vermenigvuldigen (Huebner e.a., 
1955; Hilleman e.a. 1955 a ) . Op grond van bovenstaande overwegingen 
hebben wij bij ons onderzoek uitsluitend van weefsel gebruik gemaakt 
die continu werden voortgekweekt. Voor dit doel werden in het labo-
ratorium twee menselijke celstammen in continue kweek gehouden, 
namelijk HeLa-cellen en T-cellen. 
Algemene voorzorgen tijdens proeven met weefselkweken 
Om de weefselculturen zo goed mogelijk tegen verontreinigingen met 
schimmels, bacteriën en virussen te beschermen, werden door ons de 
volgende maatregelen toegepast: 
Het kweken van weefsels en het nemen van proeven met virussen 
geschiedde in verschillende ruimten, die door een sluis waren geschei-
den. Zoveel mogelijk werd tocht vermeden en tijdens het werk niet 
geventileerd. Om besmetting vanuit de neuskeelholte te voorkomen wer-
den bij het kweken van weefsels en bij het virologisch werk goed 
afsluitende maskers met een plastic inlage gedragen. Bij de weefsel-
kweek en bij het virologisch werk werden afzonderlijke laboratorium-
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jassen gebruikt. De jassen werden na het wassen geolied om overbren-
ging via stof te beperken. Deze maatregelen werden steeds nauwgezet 
toegepast. 
HeLa-celstam 
Deze celstam werd in 1951 door Gey geïsoleerd (Gey e.a., 1952). 
De stam is ontwikkeld uit menselijk carcinoom weefsel, namelijk uit 
biopsie materiaal van een epidermoid carcinoom van de portio cervicalis 
uteri en is tot op heden continu voortgekweekt. Syverton en medewer-
kers toonden aan dat de celstam zeer geschikt was voor toepassing in 
de virologie, aangezien vele soorten virussen zich hierin kunnen ver-
menigvuldigen, als: Herpes Simplex-, Pseudorabies- en Vaccina-virus; 
Eastern-, Western, West Nile, St. Louis en Japanese В encephalitis-
virus; daarnaast ook Pseudolymphocytaire chorio-meningitis-virus, polio­
virussen type I, II en III en een aantal virussen van de Coxsackiegroep 
(Syverton e.a., 1954). 
Ook bij het onderzoek van adeno-virussen werd veelvuldig van HeLa-
cellen gebruik gemaakt. (Hilleman e.a. 1955a; Huebner e.a. 1955) 
Wij beschikten over twee afzonderlijke HeLa-cellijnen. 
De eerste lijn, afkomstig van het Antonie van Leeuwenhoekhuis te 
Amsterdam ( W . de Bruyn), werd in 2 5 % NMS-medium gekweekt en 
is sinds januari 1955 tot op heden in Tilburg aangehouden in hetzelfde 
medium. De lijn werd in een aantal sublijnen gesplitst, die allen in 
2 5 % NMS-medium werden aangehouden, maar die steeds op afzonder­
lijke tijdstippen en met voor iedere sublijn steeds afzonderlijke media 
werden behandeld. Na een aantal mislukte pogingen is één van deze 
sublijnen aan 40% VMS-medium aangepast. Evenals in 25% N M S -
medium werden ook in 40% VMS-medium enkele sublijnen aangehou-
den. De eerste virologische proeven werden met behulp van deze laatste 
cellijnen verricht. 
Als routine werden de cellijnen aangehouden mét antibiotica. Ter 
controle van de steriliteitsvoorzorgen en om een eventuele invloed van 
de antibiotica op de cellen na te gaan werden 4 lijnen gekweekt 
in 25% NMS-medium zonder antibiotica. ledere lijn werd tenminste 
6 maanden op deze wijze aangehouden. Het bleek, dat de aan- of 
afwezigheid van antibiotica geen invloed had op de vorm en op de ver-
menigvuldiging van de cellen. Uiteindelijk zijn alle 4 lijnen door bacte-
riële verontreinigingen verloren gegaan. Na verlies van een lijn werd 
echter direct een nieuwe sublijn aangelegd in medium zonder antibiotica, 
zodat steeds 4 lijnen antibiotica-vrije cellijnen in het laboratorium aan-
wezig bleven. 
De tweede lijn van HeLa-cellen, afkomstig van de R.K. Universiteit 
te Nijmegen (V. Swaen), wordt sedert mei 1955 in Tilburg voortge-
kweekt. Deze lijn was aangepast aan 5% PS-medium en is ook in dit 
medium tot dusver aangehouden. Ook deze lijn is gesplitst in een aantal 
sublijnen, waarvan sommige worden aangehouden in 5% PS-medium 
en andere zijn aangepast aan 5% KAS-medium. Bij de overgang van 
5% PS-medium naar 5% KAS-medium werd geen tussenstap genomen 
en de aanpassing gelukte direct. De cellen, afkomstig van deze tweede 
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HeLa-lijn, rijn als regel gebruikt bij virusisolatie-proeven en verder bij 
alle neutralisatie-reacties. Bovendien werden zij soms gebruikt bij de 
bereiding van virusantigenen voor complementbinding-reacties en van 
virussuspensies voor neutralisatie-proeven. 
T - c e l s t a m 
Deze celstam is in 1955 in het virologisch laboratorium te Tilburg ont-
wikkeld uit in kweek gebracht, normaal mensennierweefsel (van der 
Veen e.a., in druk). De stam is aan een aantal verschillende media aan-
gepast en is hierin tot heden aangehouden. In de loop van ons onder-
zoek is gebleken dat T-cellen, evenals HeLa-cellen, geschikt zijn voor 
het onderzoek van adeno-virussen en dat zij hiervoor zeker niet minder 
gevoelig zijn dan HeLa-cellen. Alle virus-isolatieproeven tijdens het 
tweede gedeelte van het onderzoek werden in T-cellen verricht. In de 
meerderheid van de gevallen werd daarbij gebruik gemaakt van T-cellen, 
aangepast aan 5% KAS-medium, bij uitzondering van aan 5% PS-
medium aangepaste T-cellen. *) 
Omzetten van weefselculturen en productie van cellen voor proeven 
met virus 
Weefselculturen worden uitsluitend door behandeling met trypsine 
omgezet. De volgende methode werd hierbij toegepast. Het oude medium 
wordt volledig afgezogen en vervolgens wordt eenzelfde hoeveelheid 
0,5% trypsine-oplossing, die op 37° C. is voorverwarmd, toegevoegd. 
Daarna worden de cellen met de trypsine-oplossing gedurende 10-30 
minuten bij 37° C. in de broedstoof geïncubeerd. In deze periode laten 
de cellen los van de wand. Hierna maakt men door op en neerzuigen 
in een pipet de celsuspensie zo homogeen mogelijk en brengt men deze 
over in een centrifugebuis. Na centrifugeren gedurende 10 minuten op 
1000 r.p.m. wordt de bovenstaande trypsine-oplossing weggedaan en 
wordt het sediment geresuspendeerd in een kleine hoeveelheid nieuw 
medium. Na zeer goed homogeniseren met een pipet Pasteur vult men 
het medium aan tot het oorspronkelijk volume en worden de cellen 
geteld. Hiertoe wordt een druppel van de celsuspensie gebracht in elk 
van beide kamertjes van een telkamer volgens Bürker-Türk. De inhoud 
van deze kamertjes is 3 χ 3 χ 0.1 mm = 0.9 mm3. Alle cellen, aanwezig 
in beide kamertjes, worden geteld. Het aantal cellen per ml celsuspensie 
wordt berekend met behulp van de volgende formule: 
- ^ X 1000 = Ρ 
Η = het totale aantal cellen in 2 kamertjes, 
Ρ = het aantal cellen per ml, aanwezig in één ml cel-suspensie. 
Deze suspensie wordt met vers medium tot 60.000 cellen per ml ver-
dund, door aan de suspensie toe te voegen ( ¿^ -.-,,. X V ) — V = A 
\ 60.000 / 
*) In verband met de ontwikkeling van nog enige andere continue cellijnen in het 
virologisch laboratorium te Tilburg werd de stam later met de naam Ti-celstam 
aangeduid. 
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ml medium (V = het volume medium waarin de cellen na de trypsine 
behandeling zijn gesuspendeerd). 
Op deze wijze verkrijgt men een celsuspensie van 60.000 cellen per 
ml in vers medium, die vervolgens in buizen of flessen wordt uitgevuld. 
In buizen wordt 1 ml en in flessen 8 ml gepipetteerd. Roux flessen ont­
vangen een inoculum van 25-40 ml. 
Na het uitvullen worden de buizen en flessen goed afgesloten. Om 
een goede verdeling van de cellen over de wand te verkrijgen is het van 
belang om hierna de buizen of flessen even te schudden. De weefsel­
culturen worden stationair bij 37° С geïncubeerd. Daarbij liggen de 
flessen plat en liggen de buizen onder een hoek van 5° tot 7°, in een 
speciaal hiervoor geconstrueerd rek. Het medium wordt steeds tweemaal 
per week ververst. 
Voor de productie van cellen worden uitsluitend flessen gebruikt. In 
de regel kunnen deze na 10 dagen worden omgezet in andere flessen, 
of in buizen. Wij vonden dat de cellen zich in deze periode 4-voudig 
of meer vermenigvuldigden. De fraaiste cellen werden verkregen indien 
het medium daags vóór de omzetting nog eens werd ververst. De groei 
en het aspect van de cellen worden microscopisch beoordeeld bij helder-
veld belichting met een vergroting van 40 tot 100 maal. Daarbij wordt 
de zijde van de buis of fles, waarop de cellen zich hebben gehecht, naar 
het objectief toegekeerd. 
§ 4 V i ro log i s che t echn ieken 
Materiaal van patiënten 
Het materiaal, bestemd voor virologisch onderzoek, was afkomstig 
van recruten, lijdende aan acute respiratoire infecties. Dit materiaal werd 
in drie afzonderlijke onderzoekperioden verzameld. De onderzochte 
monsters bestonden uit: gorgelvloeistoffen, keeluitstrijken, monsters 
faeces en monsters serum. 
Het eerste onderzoek werd in de legerplaats Ossendrecht ingesteld 
in het voorjaar van 1955. Voor het onderzoek werden gorgelvloeistoffen 
en monsters serum afgenomen. Dit materiaal werd, behalve van patiën-
ten met een acute respiratoire aandoening, ook van controle-personen 
verzameld. 
Het tweede onderzoek werd eveneens in de legerplaats Ossendrecht 
verricht, in de winter 1956-1957. Het materiaal dat werd verzameld 
omvatte keeluitstrijken, monsters faeces en monsters serum. 
Bij dit onderzoek werd het materiaal uitsluitend van patiënten afge-
nomen. In dezelfde periode werden ook van een beperkt aantal recruten 
met acute respiratoire aandoeningen van een kazerne te Tilburg keel-
uitstrijken, monsters faeces en monsters serum verkregen. 
Aangezien bij de voorbehandeling en bij de enting van de gorgel-
vloeistoffen, keeluitstrijken en faecesmonsters steeds een enigszins 
andere methodiek werd gevolgd, zullen deze methoden afzonderlijk 
worden beschreven. 
Gorgelvloeis tof [e η 
Deze werden verzameld door patiënten of controle-personen te laten 
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gorgelen met 6 ml Tyrodes' oplossing zonder antibiotica. De gorgel­
vloeistof werd opgevangen in een glazen buis die werd afgesloten met 
een rubberstop. Direct na afneming werd de buis bij — 70° C. in een 
Dewar vat met vast koolzuur geplaatst en werd vervolgens hierin naar 
het laboratorium vervoerd. In het laboratorium werden de vloeistoffen 
bij — 20° С bewaard. 
Vóór de enting werd het materiaal gedurende 10 minuten gecentri-
fugeerd op 3000 r.p.m. Het sediment werd weggedaan en aan de boven-
staande vloeistof werden per ml 50 E penicilline en 50 γ streptomycine 
toegevoegd. Na incubatie gedurende een Y2 u u r bij kamertemperatuur 
werd de vloeistof in culturen van HeLa-cellen geënt. Per buis werd 
in de regel 0,2 ml geënt. 
Keeluitsttijken 
Voor het uitstrijken van de keel werden tampons gebruikt met een 
houten staafje. Na grondig uitstrijken van de achterste pharynxwand 
en de gehemeltebogen werd de tampon in een buis van Kimble neutra-
glas gebracht, die van 2 ml Tyrode's oplossing was voorzien. Het staafje 
werd op de rand van de buis onder de kurk afgebroken, waarna de buis 
met een schroefdop werd gesloten. Dit materiaal werd direct na af-
neming geplaatst bij ·— 70° C. en zo bewaard tot de aankomst in het 
laboratorium. In het laboratorium werd het bewaard bij — 20° C. Vóór 
de enting werd de vloeistof met de tampon 3 maal bevroren en ontdooid 
en vervolgens werd de tampon verwijderd. 
Aan de Tyrode's oplossing werden per ml 50 E penicilline en 50 γ 
streptomycine toegevoegd, waarna de buizen een half uur bij kamer­
temperatuur bleven staan. Vervolgens werd de vloeistof geënt in 2 
buizen met T-cellen, gekweekt in 5% KAS-medium, die onmiddellijk 
voor de enting van 0,8 ml vers 5% KAS-medium waren voorzien. Per 
buis werd 0,2 ml geënt. 
Monsters faeces 
Monsters faeces werden verzameld in de voor bacteriologisch onder-
zoek gangbare faeces-buizen, die werden afgesloten met een kurkstop. 
Tot de aankomst in het laboratorium werden zij bewaard bij — 70° C. 
In het laboratorium werd het materiaal bij — 20° C. bewaard. Van de 
faeces werd een 10%-ige suspensie gemaakt in Tyrode's of in Hanks' 
oplossing. Aan 0,5 gr faeces werd 4,5 ml Tyrode's of Hanks' oplossing 
toegevoegd waarin 500 E penicilline en 500 γ streptomycine per ml 
aanwezig waren. In entkasten of in afzonderlijke entkamertjes werd dit 
mengsel in een mortier tot een suspensie verwreven en onmiddellijk hier­
na gedurende 30 minuten gecentrifugeerd op 4000 r.p.m. Vervolgens 
werd van de bovenstaande vloeistof 0,2 ml geënt in ieder van 2 buizen 
met T-cellen, die gekweekt waren in 5% KAS-medium. Onmiddellijk 
voor de enting werd het medium vervangen door 0,8 ml vers 5% KAS-
medium. 
Monsters serum 
Monsters bloed werden zonder bijzondere voorzorgen afgenomen in 
puntbuisjes. De verzending geschiedde meestal per post en op de dag 
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van aankomst werd het serum, na centrifugeren van het monster bloed, 
overgepipetteerd in glazen buisjes, die met een rubberstop werden afge-
sloten. Aan de sera werden geen conserveermiddelen of antibiotica toe-
gevoegd. Zij werden bij — 20° C. bewaard. 
Kweken van virus in weefselculturen 
Algemene voorzorgen 
Ter voorkoming van kruisinfecties werd nooit met verschillende mon-
sters tegelijkertijd in één vertrek gewerkt. Nadat een monster was voor-
behandeld of geënt werd 5 tot 10 minuten gewacht alvorens in hetzelfde 
vertrek met een volgend monster proeven werden verricht, terwijl in 
deze periode U V lampen werden gebrand. 
Na iedere enting werden de tafels met alcohol gereinigd. Bij de behan-
deling van positief geworden primaire entingen en indien positieve cul-
turen werden behandeld werd de wachttijd tot tenminste 15 minuten 
verlengd. Neutralisatie-proeven, waarbij hoge concentraties virus wor-
den gebruikt, werden in afzonderlijke vertrekken verricht, die niet voor 
isolatieproeven werden gebruikt, of in kamers waarin naderhand op 
dezelfde dag geen isolatieproeven meer werden ingezet. Bij alle virolo-
gische proeven werden steeds niet beënte buizen of flessen als controles 
ingezet, die overigens op geheel dezelfde wijze werden behandeld. 
Primaire entingen 
Bij de eerste isolatieproeven werden steeds kweken van HeLa-cellen 
gebruikt, later werden ook kweken van T-cellen toegepast. De meeste 
primaire entingen werden in culturen in flessen verricht, een kleiner aan-
tal in buizen. De hoeveelheid vloeistof, die werd geënt, bedroeg voor 
flessen 1,3 ml op 8 ml medium en voor buizen aanvankelijk 0,1 op 
0,9 ml medium, later 0,2 ml op 0,8 ml medium. De cellen, waarin 
werd geënt, waren als regel 3-5 dagen oud. Vóór de enting werd het 
medium ververst. Indien cellen werden beent, die tevoren in 25% NMS-, 
40% V M S - of 5% VMS-medium waren gegroeid, dan werden zij 
eerst driemaal gewassen met medium van dezelfde samenstelling als 
bij de enting werd gegeven (5% PS- of 5% KAS-medium). De cellen 
werden als volgt gewassen: Het oude medium wordt volledig afgepipet-
teerd en vervangen door 5% PS- (eventueel 5% KAS-) medium. Ver-
volgens worden de culturen gedurende 1 nacht, of anders tenminste 
gedurende 1 uur, bij 37° C. geïncubeerd. Daarna wordt dit medium 
nog 2 maal ververst, waarbij beide keren een 3^ uur wordt geïncubeerd 
bij 37° C. Na de derde keer incuberen wordt het medium vervangen 
door het definitieve medium waarin de te onderzoeken vloeistof wordt 
geënt. 
Sommige monsters faeces veroorzaken in weefselculturen een toxisch 
effect. In vrijwel alle cellen treedt dan een korreling op en een aantal 
cellen rondt zich af. Dit effect treedt binnen 24 uur na de enting 
reeds op. Om dit cytotoxische effect van de faeces zoveel mogelijk te 
verminderen, werd steeds daags na de enting van faeces het medium 
volledig afgepipetteerd en vervangen door 1 ml vers 5% PS- (eventueel 
5% KAS-) medium met 200 E penicilline en 200 γ streptomycine per 
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ml. De beënte culturen werden aanvankelijk gedurende 20-30 dagen, 
later 12-H dagen aangehouden. Zij werden eerder geoogst als een dui-
delijk cytopathogeen effect werd waargenomen. De culturen werden 
3 maal per week microscopisch beoordeeld bij een honderdvoudige ver-
groting. 
Indien een cytopathogeen effect aanwezig was werd dit uitgedrukt 
in ± , 1 + , 2 + , 3 + , of 4 + degeneratie, waarbij + een beginnende 
degeneratie aanduidt en 1 + , 2 + , 3 + , en 4 + een schatting is van het 
percentage degenererende cellen van respectievelijk 25%, 50%, 75% en 
100%. Het medium werd steeds 2 keer per week ververst. Indien een matig 
cytopathogeen effect aanwezig was werd alleen nieuw medium gegeven 
indien dit, met het oog op de pH, noodzakelijk was (pH lager dan 7,3). 
Dit werd beoordeeld aan de kleur van de pH indicator. De meeste cul-
turen werden bij een 4 + degeneratie geoogst, sommige eerder. 
Passeren van beënte u/eefselculturen 
Bij het oogsten van culturen, die moesten worden gepasseerd, werden 
verschillende methodes gevolgd: 
a. De cellen werden van de wand geschraapt en in het medium gesus-
pendeerd. Vervolgens werden zij in een mortier met zand verwreven. 
Na centrifugeren gedurende 10 minuten op 3000 r.p.m. werd de 
bovenstaande vloeistof voor passages gebruikt. 
b. De cellen werden geschraapt en in het medium gesuspendeerd en 
daarna zonder zand in een mortier verwreven. Vervolgens werden 
de celresten door centrifugeren verwijderd en werd de bovenstaande 
vloeistof gebruikt om te passeren. 
с De buizen en flessen werden bij .— 20° C. geplaatst en werden ver­
volgens 6 maal bevroren en ontdooid. Na de laatste maal ontdooien 
werden de celresten afgecentrifugeerd en werd de bovenstaande 
vloeistof voor passages gebruikt. 
Behoudens in het begin van het onderzoek werd deze laatste methode 
steeds toegepast. Het grote voordeel hiervan is, dat de kans op veront­
reiniging van de lucht met virus zeer gering is. 
Alle te onderzoeken vloeistoffen werden na een primaire enting ten­
minste 1 maal gepasseerd alvorens ze als negatief werden beschouwd. 
Bij blinde passages werd per fles 1 ml of 1,3 ml geënt en per buis 0,2 ml. 
De passages werden aanvankelijk 20 tot 30 dagen aangehouden, later 
werd dit bekort tot 14 dagen. Zij werden eerder geoogst indien een 
duidelijk cytopathogeen effect ( 3 + tot 4 + ) aanwezig was. 
Identificatie van geïsoleerde virus stamme η 
In het algemeen is de aanwezigheid van virussen in de weefselkweek 
te herkennen aan de „cytopathogene" veranderingen van de cellen, die 
door virussen worden veroorzaakt. Dergelijke veranderingen kunnen 
ook optreden indien de culturen bacteriëel zijn besmet, of indien bacte-
riële toxinen of andere toxische stoffen in de weefselvloeistof aanwezig 
zijn. Een bacteriële besmetting is meestal gemakkelijk te herkennen aan 
de troebeling die in het medium optreedt, of is anders door bacteriolo-
gisch onderzoek vast te stellen. Een toxisch effect, veroorzaakt door 
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bacteriële toxinen of andere stoffen, is van virus effect te onderscheiden 
door het materiaal te passeren. Een toxisch effect is niet in serie over-
entbaar en neemt af naar mate de verdunning van het uitgangsmateriaal 
groter wordt. Bovendien treedt een toxisch effect meestal snel en vol-
ledig op. Een virus effect treedt in de regel pas na een of meer dagen 
op en neemt geleidelijk in sterkte toe. Om toxische effecten uit te sluiten 
hebben wij alle primair beënte culturen, die cytopathogene veranderin-
gen toonden, tenminste éénmaal gepasseerd. 
Alle door ons geïsoleerde virussen veroorzaakten in weefselculturen 
van HeLa-cellen min of meer karakteristieke veranderingen, die in het 
kort als volgt kunnen worden omschreven. Enige tijd na de virusenting 
(afhankelijk van de hoeveelheid virus in het inoculum) trad er in een 
aantal cellen een donkere korreling op in het cytoplasma. De cellen rond-
den zich af en gingen in groepjes bij elkaar liggen. Steeds meer cellen 
toonden deze veranderingen en de donkere afgeronde cellen vormden 
aggregaten, die tenslotte van de glaswand loslieten en in het medium 
ronddreven. De pH van het medium werd lager dan in de niet-beënte 
controles, hetgeen was te zien aan de sterke gele kleur van de phenol-
rood-indicator. 
Deze veranderingen van de cellen geleken op de cytopathogene veran-
deringen die, zoals door Huebner en medewerkers (Huebner e.a., 1954) 
is aangetoond, door adeno-vimssen worden veroorzaakt. 
Om vast te stellen of de door ons geïsoleerde virussen tot de groep 
der adeno-virussen behoren, hebben wij onderzocht of zij het complement-
bindend antigeen van de adeno-virusgroep bezitten. De volgende methode 
werd toegepast. 
Culturen die een duidelijk cytopathogeen effect tonen worden enige 
malen bevroren en ontdooid en daarna gedurende een 3^ 2 u u r 0 P 56° C. 
verhit. Nadat de celresten door centrifugeren zijn verwijderd wordt de 
bovenstaande vloeistof met physiologische zoutoplossing 1 : 4 verdund. 
Met deze vloeistof worden complimentbinding-reacties verricht op de 
wijze zoals onder „Serologische technieken" is beschreven. De 1 :4 ver-
dunde vloeistof wordt met twee bekende positieve sera van reconvales-
centen (met een titer van 1 : 160 of hoger in complementbinding-reacties 
met adeno-virus type 4) in de verdunningen van 1 : 10 en 1 : 20, en één 
bekend negatief menselijk serum (titer lager dan 1 : 2 ^ ) in de verdun-
ning 1 : 2\/i onderzocht. Indien de uitslagen van de complementbinding-
reacties positief zijn met de positieve sera en negatief met het negatieve 
serum, wordt aangenomen dat de onderzochte stam tot de adeno-virus-
groep behoort. 
Typering van adeno-virussen 
Voor het vaststellen van het type werden de geïsoleerde adeno-virus-
stammen door middel van neutralisatieproeven met type-specifieke anti-
sera onderzocht. De stammen werden met antisera tegen de typen 1 tot 
en met 12 en tegen type 14 in een verdunning van 1 : 4 onderzocht. Indien 
een stam door een van de sera werd geneutraliseerd, werd zij vervolgens 
in een 4-voudige verdunningsreeks van 1:4 tot 1 : 512 van het neutra-
liserende serum onderzocht. Als de stam ook door hogere verdunningen 
van het serum werd geneutraliseerd, werd zij gerekend tot het type 
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van dit neutraliserende antiserum. Voor deze proeven werd gebruik ge-
maakt van de prototype stammen van de adeno-virussen type 1 tot en 
met 12, die wij van J. Huebner, National Institutes of Health, USA, 
hadden ontvangen. 
Enkele gegevens van de prototype stammen zijn in tabel 2 vermeld 
(Rowe e.a., 1956 b) 
TABEL 2 
Gegevens der prototype stammen 1-12 van de adeno-virusgroep. 







































*) N.I.H. = National Institutes of Health, U.S.A. 
Antisera tegen de typen 1^ —·12 en tegen enkele representanten van 
de door ons geïsoleerde stammen werden bereid door immunisatie van 
konijnen. De antigenen die voor immunisatie werden gebruikt, werden 
volgens onderstaand voorschrift bereid. 
De virusstammen worden geënt in culturen van HeLa-cellen of 
T-cellen, die zijn gekweekt in 5 % PS-medium en die ook na de enting 
van 5 % PS-medium worden voorzien. De beënte culturen worden bij 
4 + degeneratie geoogst door ze 6 maal te bevriezen en te ontdooien. 
Vervolgens worden de celresten verwijderd door centrifugeren gedu-
rende 10 minuten op 3000 r.p.m. De bovenstaande vloeistof wordt in 
een adjuvans geëmulgeerd door 20 delen antigeen, 18 delen Bayol F en 
2 delen Ariacel A te mengen. 
Eerst wordt Ariacel A met de gehele hoeveelheid Bayol F gemengd 
in een mortier. Dit mengsel wordt met ongeveer een kwart van de totale 
hoeveelheid antigeen tot een emulsie verwreven. Daarna wordt de rest 
van het antigeen ingepipetteerd en geëmulgeerd. Het op deze wijze 
bereide immunisatie-antigeen wordt in glazen flacons gedurende ten 
hoogste 3 weken bij 4° C. bewaard. 
Voor immunisatie worden konijnen van ongeveer één jaar oud met 
een gewicht van 3 tot 4 kg gebruikt. Zij ontvangen op de Ie dag 2 maal 
1 ml antigeen, intramusculair, en op de 11e dag 1 ml antigeen, intra-
musculair. Enkele dagen vóór en 4 weken na de eerste injectie wordt 
bloed afgenomen. 
Het bleek later dat ook goede antisera konden worden verkregen 
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volgens de methode die door Rowe en Huebner wordt aangegeven 
(Rowe e.a., 1955). De dieren ontvangen met tussenperioden van 3-4 
dagen een serie van vijf intraveneuze injecties van 1 ·^ ml antigeen zon-
der adjuvans. Ongeveer 10-12 dagen na de laatste injectie wordt bloed 
afgenomen. In het algemeen waren de titers van neutraliserende anti-
stoffen bij deze laatste methode hoger dan bij de methode met gebruik 
van adjuvans. 
De antisera worden bij — 20° C. bewaard. De titers van bij — 20° C. 
bewaarde sera lopen in een periode van een jaar niet noemenswaardig 
terug. 
§ 5 Serologische technieken 
Neutralisatieproeven 
Alle neutralisatieproeven werden verricht in buizen met HeLa-cellen 
die in 5% PS-medium of in 5% KAS-medium waren gekweekt. Bij de 
proeven werd na de enting mendium van dezelfde samenstelling gebruikt. 
Bij de neutralisatieproeven werd in principe dezelfde methode toegepast 
als is aangegeven door Huebner en medewerkers (Huebner e.a., 1954). 
De virussuspensies werden als volgt bereid: Het virus wordt geënt 
in flessen met HeLa-cellen die zijn gegroeid in 40% VMS-medium. 
Vóór de enting wordt 5% PS-medium gegeven. Per 8 ml medium wordt 
1,3 ml virussuspensie geënt, in een zodanige concentratie, dat 3 of 4 
dagen later een 4 + degeneratie aanwezig is. De flessen worden daags 
nadat de cellen volledig ( 4 + ) zijn gedegenereerd geoogst door de 
inhoud 6 maal te bevriezen en te ontdooien. De celresten worden ver-
wijderd door centrifugeren gedurende 10 minuten op 3000 r.p.m. 
Daarna worden de suspensies van de verschillende flessen gepoold en 
wordt ter controle een neutralisatieproef ingezet met het homologe type-
specifieke antiserum. Vervolgens worden met de suspensies virustitraties 
ingezet. 
De virussuspensie wordt in Hanks' oplossing als volgt verdund: 
onverdund virus, IO"0,5, 10'1, 10'1·5, 10'2 en IQ·2·5 verdund virus. 
Men nummert 6 buizen en pipetteert in buis no. 1 0.80 ml onverdund 
virus. In elk van de volgende buizen wordt 0.65 ml Hanks' oplossing 
gepipetteerd. Vervolgens pipetteert men uit buis no. 1 0.30 ml onver-
dund virus over in buis no. 2 en mengt het met de daarin aanwezige 
Hanks' oplossing. Vanuit buis no. 2 pipetteert men weer 0.30 ml over 
naar buis no 3 en men gaat zo door tot en met de laatste buis. Van elke 
verdunning pipetteert men 0,4 ml in een buis met 3,6 ml 5% PS-medium: 
1 ml van het mengsel van virus en medium wordt vervolgens toegevoegd 
aan ieder van 3 buizen met HeLa-cellen. Op deze wijze verkrijgt men 
6 reeksen buizen, waarin de beginverdunning van het virus oploopt van 
onverdund tot 10'2·5 verdund virus. Na de enting worden de buizen 
gedurende tenminste 5 dagen dagelijks microscopisch beoordeeld. Voor 
neutralisatieproeven wordt die verdunning gekozen, die in de titratie op 
de 3e of 4e dag een 4 + degeneratie veroorzaakt. 
In de meeste neutralisatieproeven gebruikten wij het virus in een 
beginverdunning van IO"0·5 of 10"1 . Een uitzondering hierop maakte 
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type 8; hiervan was soms een dubbele hoeveelheid onverdund virus 
nodig. 
Alle sera, die door middel van neutralisatieproeven worden onder-
zocht, worden gedurende een J/j uur in een waterbad van 56° C. 
geïnactiveerd. Verdunningen van de sera worden in afzonderlijke buizen 
met Hanks' oplossing bereid. De sera worden, óf in een verdunning 1 :4 
(beginverdunning), óf in een viervoudige verdunningsreeks van 1 : 4 tot 
1 : 1024 (beginverdunningen) onderzocht. Alle sera van eenzelfde patiënt 
worden gelijktijdig onderzocht. 
De neutralisatieproeven werden, als volgt, verricht: 
Aan 0,3 ml serumverdunning wordt 0,3 ml virussuspensie toegevoegd. 
Dit wordt gemengd door schudden en vervolgens wordt het mengsel 
gedurende een Yi uur bij kamertemperatuur geïncubeerd. Na deze 
periode wordt 2,4 ml 5% PS- of KAS-medium toegevoegd en wordt 
1 ml van het mengsel van serum, virus en medium geënt in ieder van 2 
buizen met HeLa-cellen, waaruit het oude medium is verwijderd; ver-
volgens worden de buizen stationair bij 37° C. geïncubeerd. 
Bij alle proeven worden steeds de volgende controles ingezet: 
a. Viruscontrôle: 0,4 ml virus wordt gemengd met 0,4 ml Hanks' oplos-
sing en met 3,2 ml medium. Dit mengsel wordt uitgevuld in 3 buizen 
met HeLa-cellen. Iedere buis ontvangt 1 ml. 
b. Positieve serumcontrôle: Het homologe konijnen-antiserum wordt in 
een 4-voudige verdunningsreeks van 1 :4 tot 1:1024 of hoger mee-
getitreerd. De variaties in titer, die wij bij eenzelfde antiserum 
vonden, waren betrekkelijk gering; in de regel waren de titers gelijk, 
bij uitzondering was er ten hoogste een 4-voudig verschil met de 
oorspronkelijke titratie. 
с Negatieve serumcontrôle: Een bekend negatief patiëntenserum wordt 
in een lage verdunning (beginverdunning 1:4) meegetitreerd. Bij al 
onze proeven waren de titers van het negatieve serum kleiner dan 
1 :4 . 
d. HeLa-cellen controle: 0,4 ml Hanks' oplossing wordt gemengd met 
3,6 ml medium. In elk van 3 buizen met HeLa-cellen wordt 1 ml van 
dit mengsel gepipetteerd. 
De proef wordt afgelezen als de viruscontrôle een degeneratie ver-
toont van 3-4+ . Dit is in de regel na 3-4 dagen het geval. De proef 
werd meestal door 2 personen, onafhankelijk van elkaar, blind afgelezen. 
Als titer van het serum wordt de laagste beginverdunning van het serum 
beschouwd, die met de viruscontrôle een verschil toont, dat groter is 
dan 2 + . In het onderstaande voorbeeld is de titer 1 : 64; in deze ver-
dunning is het cytopathogene effect 3 plussen minder dan in de virus-
contrôle. 
Serumverdunningen 
1:16 1:64 1:256 1:1024 
0 1+ 3 + 4 + 
Viruscontrôle 
4 + 
Indien er tussen viruscontrôle en een serumverdunning een verschil 
bestaat van 2 + , dan wordt de titer door interpolatie berekend. Als titer 
wordt dan beschouwd die serumverdunning, welke in een 2-voudige 
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verdunnmgsreeks zou liggen tussen de serumverdunning die een 2 + 
verschil toont met de viruscontrôle en de 4-voudige lagere verdunning. 
In het volgende voorbeeld is de door interpolatie berekende titer 1 : 32. 
Serumverdunningen 
1:16 1 : 64 1 : 256 1 : 1024 




Bereiding van complementbindend antigeen 
De bereiding van complementbindend antigeen ging aanvankelijk 
met veel moeilijkheden gepaard. Hierop zal in het volgende hoofdstuk 
nader worden ingegaan. Tenslotte werden gunstige resultaten verkregen 
door de volgende methode van bereiding toe te passen: Men ent een 
adeno-virussuspensie in flessen met HeLa-cellen die zijn gekweekt in 
40% VMS-medium. De flessen moeten op het tijdstip van de enting 
veel cellen bevatten. Men kan dit bereiken door bij het omzetten de flessen 
te voorzien van een celsuspensie, die 100.000 cellen per ml medium 
bevat. Nadat na 2 of 3 dagen het medium is ververst, zijn op de 6e-8e 
dag in de regel voldoende cellen aanwezig. Alvorens te enten worden 
de culturen 3 maal gewassen met 5% PS-medium. Na de derde keer 
wassen wordt het medium door vers 5% PS-medium vervangen en wordt 
de virussuspensie geënt. Het inoculum moet zo groot zijn, dat na 3 of 
4 dagen een volledige degeneratie van de cellen tot stand komt. Daags 
nadat de cellen volledig zijn gedegenereerd ( 4 + ), worden de culturen 
geoogst en in de fles 6 maal bevroren en ontdooid. 
Na de laatste keer ontdooien wordt het antigeen gedurende een 
1/2 uur verhit in een waterbad van 56° C , waarna de celresten door 
centrifugeren gedurende 10 minuten op 3000 r.p.m. worden verwijderd. 
De bovenstaande vloeistof afkomstig van alle flessen wordt „gepoold" 
en wordt na het uitvullen in buizen zonder conserveermiddelen tot het 
gebruik bewaard bij — 20° C. Ter controle wordt met de vloeistof van 
één buis direct een antigeentitatrie verricht. 
Eén antigeen werd gedurende 6 maanden bij — 20° C. bewaard. De 
titer van het antigeen liep in deze periode niet noemenswaardig terug. 
Controle-vloeistoffen worden op dezelfde wijze bereid als het anti-
geen, maar de celculturen worden in dit geval niet beent. Voor het 
routine-onderzoek werd steeds complementbindend antigeen van adeno-
virus type 4 (stam RI-67) gebruikt. 
Ieder antigeen wordt vóór het gebruik getitreerd. Een tweevoudige 
verdunningsreeks (van 1:4 tot 1 : 64) van het antigeen wordt ingezet 
met een tweevoudige verdunningsreeks (van 1 :20 tot 1 : 320) van een 
bekende positieve serumpool, die uit reconvalescentensera is samenge-
steld. Bij de hoofdproef van de complementbinding-reacties wordt die 
antigeenverdunning gebruikt, welke in de antigeentitratie een volledige 
remming ( 4 + reactie) geeft met de kleinste hoeveelheid serum. De titer 
van het antigeen was bij onze proeven in de regel 1:16. Met 1 ml 
onverdund antigeen konden met de door ons toegepaste methode gemid-
deld 12 sera in 5 verdunningen worden getitreerd. 
44 
De complementbindende antigenen voor het onderzoek op influenza 
A. B. en C. ontvingen wij van de N.V. Philips Roxane te Weesp. Voor 
het onderzoek op Q-koorts en psittacosis werden commercieel verkrijg-
bare complementbindende antigenen gebruikt. Het Q-koorts antigeen 
(Q-fever C.F., Italian strain) was afkomstig van Lederle Laboratories, 
New York. Het onderzoek op psittacosis werd verricht met Lygranum 
C.F. antigeen van Squibb, New York. 
Inactivering en verdunning van sera 
Patientensera worden vóór het gebruik gedurende een j ^ u u r 
geïnactiveerd door verhitting in een waterbad van 56° C. Alle sera van 
eenzelfde patiënt worden gelijktijdig in een tweevoudige verdunnings-
reeks van 1 : 2}/2 of 1 : 5 tot 1 : 40 of hoger onderzocht. 
Konijnensera worden vóór de titratie een ^ uur geïnactiveerd op 
60° C. Zij worden onderzocht in een tweevoudige verdunningsreeks 
van 1 : 21^ tot 1 : 40. 
Uitvoering van de hoofdproef van de complementbinding-reactie 
Alle complementbinding-reacties werden verricht in plastic platen 
volgens de semi-micro-methode, beschreven door van der Veen (van der 
Veen, 1953). Behoudens enkele kleine wijzigingen is de techniek hier-
van dezelfde als van de complementbinding-reactie volgens Kolmer 
(Kolmer en Berger, 1945). 
In het kort komt dit op het volgende neer: Alle reagentia worden 
gepipetteerd in kommetjes, die in een Perspex plaat zijn uitgeboord. Als 
volume-eenheid voor de reagentia is 0,125 ml gekozen. De verdunningen 
van de sera worden rechtstreeks in het antigeen gemaakt. Het antigeen 
wordt tevoren 1 : 2 verdund met physiologische zoutoplossing; in afwij-
king van de techniek volgens Kolmer, werden in plaats van één, twee 
volume-eenheden verdund antigeen gebruikt. Dit is aequivalent aan de 
ene volume-eenheid onverdund antigeen plus de ene volume-eenheid 
physiologisch zout, die Kolmer aangeeft. Vóór iedere proef wordt in 
Perspex platen een complementtitratie met het te gebruiken antigeen 
verricht. Bij de hoofdproef worden 2 exacte eenheden complement, in 
plaats van 2 volle eenheden, zoals bij de reactie van Wassermann, 
gebruikt. De sera worden in gepipetteerd met 1 ml pipetten en het anti-
geen, het complement en het haemolytisch systeem worden toegevoegd 
met een automatische 2 ml pipet (type Cornwall) die op 0,25 ml is afge-
steld. 
De te onderzoeken sera worden, als volgt, verdund: In het eerste 
kommetje wordt 0,10 ml serum gepipetteerd; hieraan wordt 0,40 ml anti-
geen toegevoegd. In de daarop volgende kommetjes no. 2, 3, 4 en 5 
wordt in elk 0,25 ml antigeen gepipetteerd. De inhoud van kommetje 
no. 1 wordt gemengd door de vloeistof 3 maal op en neer te zuigen in 
een verende spuit van 0,25 ml. Vervolgens wordt 0,25 ml van dit serum-
antigeen mengsel overgebracht in kommetje no. 2 en gemengd met de 
hierin aanwezige 0,25 ml antigeen. Van dit mengsel wordt weer 0,25 ml 
overgebracht naar kommetje no. 3, waarna dezelfde behandeling 
geschiedt tot en met het laatste kommetje. Uit het laatste kommetje 
wordt tenslotte 0,25 ml opgezogen en weggedaan. De aldus verkregen 
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serumverdunningsreeks, berekend naar de methode volgens Kolmer, is 
1 : 2 И . 1 : 5 , 1 : 10, 1 : 20 en 1 :40. 
De hoeveelheid antigeen, die ieder kommetje bevat, is iets minder dan 
0,25 ml. Het eerste kommetje bevat 0,20 ml, het tweede 0,225 ml en in 
ieder volgend kommetje wordt het verschil ten opzichte van de theore­
tisch gewenste hoeveelheid van 0,25 ml kleiner. Het is gebleken dat de 
geringe verschillen in het volume van het antigeen geen invloed hebben 
op de titers. Het voordeel van deze methode is, dat de verdunningen 
van het serum rechtstreeks in de plaat kunnen worden gemaakt zonder 
dat buisjes nodig zijn en dat slechts 0,1 ml serum nodig is. N a het maken 
van de serumverdunningsreeks worden per kommetje twee exacte E 
complement toegevoegd in een volume van 0,25 ml. Vervolgens wordt 
de plaat gedurende 16-18 uur bij 4° C. geïncubeerd. Na deze periode 
wordt de plaat gedurende 10 minuten in een waterbad van 37° C. voor-
verwarmd. Vervolgens wordt per kommetje 0,25 ml haemolytisch systeem 
ingepipetteerd. Tenslotte wordt gedurende een j ^ uur geïncubeerd in 
een waterbad van 37° C. De graad van haemolyse wordt beoordeeld 
boven een sterke puntvormige lichtbron en uitgedrukt in plussen: 0, ± , 
1 + , 2 + , 3 + en 4 + . Een 4 + reactie wil zeggen, dat haemolyse geheel 
ontbreekt, volledige opheldering wordt aangegeven door het cijfer 0 
en partiële haemolyse wordt aangeduid door 3 + , 2 + of 1 + , naargelang 
de graad van haemolyse. De titer van een serum is de hoogste verdun-
ning die een 1 + reactie toont of een sterkere remming. 
Bij de complementbinding-reacties werd door ons steeds ter controle 
een pool van positieve reconvalescentensera in een tweevoudige verdun-
ningsreeks van 1 : 20 tot 1 :320 en een bekend negatief mensenserum 
in een verdunning van 1 : 2]/^ meegetitreerd. De oorspronkelijke titer 
van de positieve serumpool was 1 : 160 ( 2 + ) . De titer varieerde bij de 
verschillende proeven slechts weinig: meestal was zij 1 : 160 ( 1 + of 
2 + ) , een enkele maal 1 : 80 ( 3 + of 4 + ) . Bij elke proef werden reac-
ties ingezet ter controle van de eigen remming van de te onderzoeken 
sera, van de anticomplementaire werking van het antigeen, van de hae-
molytische werking van het antigeen en van het haemolytisch systeem 
zelf. Een aantal sera, die in complementbinding-reacties met virusanti-
geen positief waren, werden ter contrôle tevens getitreerd met niet-
beënte culturen van HeLa-cellen. 
Koude agglutinatie-reacties 
Koude agglutinatie-reacties werden uitgevoerd volgens de door Smadel 
aangegeven methode (Smadel, 1952), waarbij echter in plaats van buisjes 
Perspex platen werden gebruikt. De platen waren voorzien van kom-
metjes met een concave bodem. 
Antistreptolysine-titraties 
De antistreptolysine „ O " titraties werden verricht in Perspex platen, 




Enkele proeven met adeno-virussen 
In het begin van dit onderzoek zijn een aantal oriënterende proeven 
verricht, die alleen een practisch oogmerk ten doel hadden, namelijk het 
toetsen van de gevoeligheid en van de reproduceerbaarheid van de ge-
volgde technieken. Enkele van deze proeven worden in de volgende 
paragrafen beschreven. 
§ 1 Methode van conservering van adeno-virussen 
In de literatuur wordt aangegeven dat adeno-virussen, zonder noe-
menswaardig verschil in titer, zowel bij •— 20° С als bij 4° C. gedurende 
ten minste enige maanden houdbaar zijn (Ginsberg, 1956b). Ter con­
trole van de door ons gevolgde methodiek hebben wij hiervoor ook enige 
onderzoekingen verricht. 
a. Adeno-virus type 4 (stam RI-67) werd onverdund geënt in HeLa-
cellen die gegroeid waren in 40% VMS-medium. Na de enting werd 
5% PS-medium gegeven. De cellen werden na 3 dagen bij 2 + dege-
neratie geoogst en vervolgens in het medium met zand verwreven. 
Na centrifugeren werd de bovenstaande vloeistof in een aantal ampul-
len uitgevuld. Van de inhoud van één ampul werd meteen een virus-
titratie ingezet; de overige ampullen werden bij •— 20° C. bewaard. 
Na 1 week en na 5 weken werd van de bij — 20° C. bewaarde 
ampullen een virustitratie verricht. De drie titraties werden allen 
gedurende 18 dagen aangehouden. Het bleek dat gedurende deze 
periode in alle drie gevallen een titer van 10 4 werd bereikt. 
b. Met twee gorgelvloeistoffen, waaruit in 1955 adeno-virus type 14 
was geïsoleerd en die gedurende 2 jaar bij ·— 20° C. waren bewaard, 
werden opnieuw isolatie-proeven verricht. In beide gevallen werd 
opnieuw adeno-virus type 14 geïsoleerd. 
Op grond van bovenstaande waarnemingen bewaren wij adeno-virus-
stammen en monsters van patiënten als routine bij — 20° C. 
§ 2 Toepassing van aan paarden- en kalfsserum aangepaste 
HeLa-cellen 
In de literatuur wordt geen melding gemaakt van de toepassing van 
aan dierenserum aangepaste cellen bij het onderzoek van adeno-virussen. 
Volgens de gebruikelijke methode wordt het virusbevattend materiaal 
geënt in cellen, die van tevoren in mensenserum zijn gekweekt; na de 
virusenting wordt dan een „maintenance" medium gegeven met serum 
van dieren (Rowe ea.( 1955). 
Naar onze mening heeft het echter grote voordelen om met aan dieren-
serum aangepaste cellen te werken, aangezien men voor en na de virus-
enting medium van gelijke samenstelling kan geven. Hierdoor komt het 
wassen van de culturen te vervallen, hetgeen een grote tijdsbesparing 
betekent. Daarnaast is het van voordeel, dat men geen mensenserum 
nodig heeft. In enige proeven gingen wij na of door aanpassing van 
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HeLa-cellen aan sera van dieren de isolatie en de vermenigvuldiging van 
adeno-virussen en de vorming van complementbindend antigeen worden 
beïnvloedt. 
a. In de eerste/proefopstelling werd nagegaan of een adeno-virusstam 
zich in HeLa-cellen, aangepast aan medium met paardenserum, even 
snel vermenigvuldigt als in HeLa-cellen, aangepast aan medium met 
navelstrengserum. 
Adeno-virus type 4 (stam RI-67) werd geënt in twee flessen met 
HeLa-cellen, die ieder 80.000 cellen per ml bevatten. De cellen in 
de éne fles waren gekweekt in 25% NMS-medium en de cellen in de 
andere in 5% PS-medium. Beide flessen ontvingen na de enting 
5% PS-medium en werden met een even groot inoculum van type 4 
beent. 
De in 25% NMS-medium gekweekte cellen werden vóór de enting 
3 maal met 5% PS-medium gewassen. De cytopathogene verande-
ringen van de cellen in beide flessen waren even sterk en traden 
gelijktijdig op. Het virus in beide flessen werd bij 3 + degeneratie 
geoogst en werd vervolgens getitreerd. De titraties werden gedu-
rende 25 dagen aangehouden. Het bleek dat er zich in beide gevallen 
ongeveer evenveel infectieus virus had gevormd. Bij deze proef dient 
wel te worden opgemerkt dat het virus slechts éénmaal in beide soorten 
cellen was gepasseerd. 
b. In een tweede proefopstelling werd nagegaan of na enting van een 
adeno-virusstam in respectievelijk HeLa-cellen, die aan 5% PS-medium 
zijn aangepast en in HeLa-cellen, die aan 40% VMS-medium zijn 
aangepast, er in beide gevallen evenveel complementbindend antigeen 
wordt gevormd. 
In het eerste gedeelte van deze proefopstelling werd een even groot 
inoculum van adeno-virus type 4 (stam RI-67) geënt in 2 flessen met 
HeLa-cellen, die ieder 80.000 cellen per ml bevatten. De cellen van de 
éne fles waren gekweekt in 5% PS-medium, de cellen van de andere in 
40% VMS-medium. Bij de enting werden beide flessen van 5% PS-
medium voorzien. De in mensenserum gekweekte cellen waren tevoren 
3 maal met 5% PS-medium gewassen. Het virus in beide flessen werd 
op hetzelfde tijdstip bij 4 + degeneratie geoogst, en hiervan werd com-
plementbindend antigeen bereid. De cellen werden van de wand ge-
schraapt, vervolgens door centrifugeren gesedimenteerd en in een kleine 
hoeveelheid medium, zonder zand, in een mortier verwreven. Na toe-
voegen van de gehele hoeveelheid medium werden de celresten door 
centrifugeren gedurende 10 minuten op 2000 r.p.m. verwijderd. De boven-
staande vloeistof werd hierna afgepipetteerd en gedurende een }•£ uur 
in een waterbad van 56° C. verhit. Het bleek dat er geen verschil was 
in de titers van de complementbindende antigenen. Beide antigenen had-
den een titer van 1 : 8. 
In het tweede gedeelte van de proefstelling werd een type 3 adeno-
virusstam, die in Tilburg was geïsoleerd, 5 maal gepasseerd in HeLa-
cellen, die aan 5% PS-medium waren aangepast en dezelfde stam werd 
5 maal gepasseerd in HeLa-cellen, die aan 40% VMS-medium waren 
aangepast. Bij de enting werd steeds 5% PS-medium gegeven. Alle pas-
sages werden bij 4 + degeneratie geoogst; de cellen werden in een mortier, 
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zonder zand, in een kleine hoeveelheid medium verwreven en deze 
suspensie werd vervolgens gepasseerd. De laatste (5e) passages in de 
twee cellijnen werden eveneens bij 4 + degeneratie geoogst. Vervolgens 
werd hiervan complementbindend antigeen bereid op dezelfde wijze, 
als in het eerste gedeelte van deze proef is beschreven. Met deze twee 
antigenen werden antigeen-titraties verricht (tabel 3) . 
TABEL 3 
Titraties van twee complementbindende antigenen van adeno-vims type 3, bereid door 









t i e e e n 
Verdunning 
1 : 2 
1 : 4 
1 : 8 
1 : 2 
1 : 4 







































*) Antigeen I is 5 maal gepasseerd in HeLa-cellen, aangepast aan 5% PS-medium. 
**) Antigeen II is 5 maal gepasseerd in HeLa-cellen, aangepast aan 40% VMS-medium 
Het blijkt dat uitsluitend antigeen II, dat was bereid door passages 
in aan mensenserum aangepaste HeLa-cellen, een positief resultaat gaf. 
Na 5 passages in HeLa-cellen, aangepast aan 5% PS-medium, is daar­
entegen, ondanks een volledige karakteristieke degeneratie van de cellen, 
geen complementbindend antigeen aantoonbaar. In de loop van het onder­
zoek is gebleken dat complementbindende antigenen, die in aan 40% 
VMS-medium aangepaste HeLa-cellen waren bereid, steeds een hogere 
titer bereikten dan antigeen, die in andere HeLa-cellijnen waren ge­
maakt. Het was ook een constante bevinding dat, naarmate de volledige 
degeneratie sneller tot stand kwam, de titer van het antigeen hoger was. 
Op grond van deze resultaten mag men besluiten dat door passages in 
HeLa-cellen, die aan 5% PS-medium zijn aangepast, de vorming van 
complementbindend antigeen is gestoord. De ,.infectie" titer blijft waar­
schijnlijk gelijk. Daarnaast bestaat de mogelijkheid dat de opbrengst 
van het totale aantal viruspartikels per cel wel geringer is geworden, 
maar dat dit niet uit de door ons gebruikte proefopstelling, waarbij alleen 
de snelheid van degeneratie werd beoordeeld, was af te leiden. 
с In een derde proefopstelling gingen wij na of voor het isoleren van 
virus even goed gebruik kon worden gemaakt van aan paardenserum 
aangepaste HeLa-cellen, als van HeLa-cellen, die aan mensenserum zijn 
aangepast. Voor deze proef werden de gorgelvloeistoffen van 5 
patiënten, waaruit in HeLa-cellen, die aan 40% VMS-medium waren 
aangepast, adeno-virusstammen waren geïsoleerd (éénmaal type 3 en 
4 maal type 14), opnieuw geënt in HeLa-cellen, die aan 5% PS-medium 
waren aangepast. In alle gevallen werd opnieuw een adeno-virusstam 
van hetzelfde type geïsoleerd. Er was niet veel verschil in de gevoelig-
heid van de gebruikte cellijnen; in beide cellijnen traden de cytopatho-
gene veranderingen na ongeveer dezelfde tijd op. 
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Op grond van de resultaten van de in deze paragraaf beschreven 
onderzoekingen mag men besluiten, dat aan paardensenim aangepaste 
HeLa-cellen zonder bezwaar zijn te gebruiken voor isolatie-proeven en 
voor neutralisatie-proeven. Het is echter niet wenselijk om adeno-virussen 
veelvuldig te passeren in HeLa-cellen die aan 5% PS-medium zijn aan-
gepast, aangezien de virusopbrengst hierin misschien geringer wordt. 
Voor het aanhouden van stammen en voor de bereiding van complement-
bindend antigeen is het daarom beter HeLa-cellen te gebruiken die in 
medium met volwassen mensenserum zijn gekweekt. 
Naderhand zijn voor isolatie- en voor neutralisatie-proeven ook HeLa-
cellen gebruikt, die aan 5% KAS-medium waren aangepast. Op grond 
van onze ervaringen is er geen reden om te veronderstellen dat HeLa-
cellen, die in medium met kalverenserum zijn gekweekt, minder gevoelig 
zijn dan HeLa-cellen, die aan paardenserum zijn aangepast. 
§ 3 Remming van adeno-virussen door sera van dieren 
Uit de literatuur is bekend dat poliovirussen door sera van verschil-
lende soorten dieren, als: rund, paard, varken en hond, kunnen worden 
geremd (Bartell, 1955). Moeilijkheden bij de bereiding van complement-
bindend adeno-virusantigeen waren voor ons aanleiding om na te gaan 
of de oorzaak hiervan misschien ook zou moeten worden toegeschreven 
aan een remmende werking van het gebruikte serum. Uit de literatuur 
zijn ons geen gegevens bekend omtrent een eventuele remmende werking 
van dierensera op adeno-virussen. 
In een aantal proeven werd nagegaan of het ontstaan van cytopatho-
gene veranderingen door adeno-virussen werd beïnvloed door aanwe-
zigheid van serum van bepaalde soorten dieren. 
Ook de vorming van complementbindend antigeen in aanwezigheid 
van sera van verschillende soorten dieren werd bestudeerd. Voor al deze 
proeven werden HeLa-cellen gebruikt, die waren aangepast aan 5% 
PS-medium. Bij alle proeven werd na de enting van virus, in plaats van 
5% paardenserum, 5% serum van andere soorten dieren toegevoegd. 
Ter illustratie van dit onderzoek dient de volgende proefopstelling. 
De adeno-virustypen 1, 3, 4, 5, 6, 7 en 14 werden in de verdunning 
IO-0,5 geënt in zes reeksen van HeLa-celculturen. De HeLa-cellen 
waren gekweekt in 5% PS-medium. Gelijktijdig met de virusenting wer-
den de 6 reeksen voorzien van media van verschillende samenstelling. 



















Het resultaat van deze proef is in tabel 4 beknopt samengevat. 
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TABEL 4 
Cgtopathogene veranderingen door adeno-virussen in kweken van aan paardenserum 




























































*) Alle typen adeno-virussen zijn geënt In een verdunning van IO-0'5. 
**) De sterkte van de degeneratie is afgelezen op de 3e dag na de enting. 
Men ziet dat de degeneratie van alle typen door één of meer van de 
gebruikte sera wordt vertraagd. Konijnenserum, kalverenserum en paar-
denserum zijn vrijwel gelijkwaardig en hebben de geringste remmende 
werking. Kippen- en konijnenserum remmen iets meer, terwijl het scha-
penserum de sterkste remmende werking heeft. In deze proef onder-
zochten wij van ieder diersoort slechts één serum. Bij later verrichte 
proeven met sera van verschillende kippen bleek, dat sommige monsters, 
in tegenstelling tot de bevindingen van deze proef, type 14-stammen 
niet remden. In overeenstemming met de sterke remming van het cyto-
pathogene effect door schapenserum was het feit, dat in aanwezigheid 
van dit serum geen complementbindend antigeen kon worden aange-
toond, terwijl dit bij de andere sera wel het geval was. 
Op grond van deze resultaten mag men besluiten dat de verschillen 
in remmende werking zowel afhankelijk zijn van het diersoort als van 
individuele verschillen en bovendien afhangen van het type adeno-virus 
dat wordt onderzocht. 
Het is ons gebleken dat in het algemeen sera van konijn, kalf en paard 
bruikbaar zijn, terwijl sera van schaap en geit te sterk remmen. Bij voor-
komende moeilijkheden kan men er toe overgaan ieder serum vóór 
gebruik op zijn remmende werking te onderzoeken. 
§ 4 Toepassing van T-cellen 
Het leek ons van belang om na te gaan of T-cellen ook bruikbaar zijn 
voor onderzoekingen met adeno-virussen. 
Adeno-virus type 4 (stam RI-67) werd 2 maal gepasseerd in T-cellen, 
die aan 25% NMS-medium waren aangepast; na de enting werd 5% PS-
medium gegeven. Hierna werd, eveneens in T-cellen, een virustitratie 
verricht, die na 14 dagen werd afgelezen. De proef toonde aan, dat de 
titer van deze in T-cellen gepasseerde stam 10·Λ bedroeg. Het bleek, 
dat adeno-virus in T-cellen dezelfde karakteristieke veranderingen teweeg 
brengt als in HeLa-cellen. 
51 
In enkele proeven werden naast elkaar een even groot aantal Hela- en 
T-cellen met eenzelfde hoeveelheid inoculum van een adeno-virusstam 
beent. In beide celculturen werden steeds op ongeveer hetzelfde tijdstip 
cytopathogene veranderingen waargenomen. 
Zes gorgelvloeistoffen, waaruit in HeLa-cellen adeno-virus was 
geïsoleerd, werden opnieuw in T-cellen geënt. De re-isolatieproeven in 
T-cellen waren steeds positief. Een aantal gorgelvloeistoffen was zowel 
in HeLa- als in T-cellen negatief. 
De voorgaande onderzoekingen tonen aan, dat T-cellen bruikbaar 
zijn voor proeven met adeno-virussen en dat de gevoeligheid hiervan 
waarschijnlijk ongeveer even groot is als die van HeLa-cellen. 
Aangezien T-cellen en HeLa-cellen van verschillende herkomst zijn, 
respectievelijk van normaal nierweefsel en van carcinoomweefsel, is het 
mogelijk dat door passage van virus in respectievelijk T-cellen en 
HeLa-cellen variaties tussen beide viruslijnen ontstaan. Met het oog 
hierop en in verband met het gangbare gebruik van HeLa-cellen in 
andere laboratoria is het wenselijk om voor passage van prototype-
stammen alleen HeLa-cellen te gebruiken. 
§ 5 Bereiding van complementbindend antigeen 
In het algemeen wordt in de literatuur voor de bereiding van comple-
mentbindend adeno-virusantigeen vrijwel dezelfde methode aangegeven. 
Men ent het virus in HeLa-cellen, die in medium met mensenserum zijn 
gekweekt, en men geeft gelijktijdig met de enting een „maintenance"-
medium met serum van dieren. Op het tijdstip van volledige degeneratie 
worden de cellen, tesamen met het medium, geoogst. De cellen worden 
vervolgens stukgemaakt, waarna de celresten door centrifugeren worden 
verwijderd. De bovenstaande vloeistof wordt gedurende één ^ u u r v e r " 
hit op 56° C. en daarna gebruikt als complementbindend antigeen 
(Hilleman en Werner, 1954; Rowe e.a., 1955). 
In een aantal proeven hebben wij enkele factoren, die bij de bereiding 
van complementbindend antigeen van betekenis zijn, aan een onderzoek 
onderworpen. 
Duur van incubatie van met adeno-virus beënte culturen 
Om de invloed van de duur van incubatie na te gaan werden 3 flessen 
met HeLa-cellen, die ieder waren voorzien van een even groot aantal 
cellen, gelijktijdig beent met een even groot inoculum van adeno-virus 
type 4 (stam RI-67). De eerste fles werd geoogst na 2 dagen bij 2 + 
degeneratie ( = antigeen I ) . De tweede fles werd geoogst na 4 dagen 
bij 3 + degeneratie ( = antigeen II ). De derde fles werd geoogst na 
6 dagen bij 4 + degeneratie ( = antigeen III). Bij het oogsten werden 
zowel de cellen als de weefselvloeistof verzameld. De antigenen wer-
den bij •— 20° C. bewaard. Na ontdooien werden zij met zand verwreven 
en gedurende een ^ u u r in e e n waterbad van 56° C. verhit. Vervolgens 
werden de drie antigenen 1 : 16 verdund met physiologische zoutoplos-




Complementbinding-reacfies met drie antigeen van adeno-vims type 4 (stam RI-67), 
geoogst bij verschillende graden van degeneratie. 
A n t i g e η 





Serumverdunningen ven een positief eerum 
1 ι 5 1 : 10 1 : 20 1:40 
3 + 0 0 0 
3 + 2 + 0 0 
4+ 3+ 1+ 0 
Het blijkt dat de hoogste serumtiter werd bereikt met antigeen III, 
dat was geoogst bij 4 + degeneratie. Op grond van soortgelijke waar­
nemingen bij andere proeven oogsten wij de culturen, die bestemd zijn 
voor bereiding van complementbindend antigeen, pas bij een volledige 
( 4 + ) degeneratie. 
Bereiding van adeno-vimssuspensies 
In enige proeven werd onderzocht of de opbrengst van complement-
bindend antigeen door een bepaalde bereidingswijze kon worden ver­
groot. 
Adeno-virus type 4 (stam RI-67) werd geënt in 12 buizen met HeLa-
cellen en na 3 dagen bij vrijwel volledige degeneratie op 3 verschillende 
manieren geoogst. Van 4 buizen werden uitsluitend de cellen met een 
Pasteurse pipet tegen de glaswand verwreven en na centrifugeren werd 
de bovenstaande vloeistof verzameld ( = antigeen II). Van de 4 buizen 
werden de cellen van de wand geschraapt. Cellen en medium werden 
overgebracht in een mortier en werden hierin met zand verwreven. Na 
centrifugeren werd de bovenstaande vloeistof afgepipetteerd ( = anti-
geen III). 
De drie antigenen werden 1 :2 verdund met physiologische zout-
oplossing en gedurende een J^ uur in een waterbad op 56° C. verhit. 
Vervolgens werden zij getitreerd met een reeks verdunningen van een 
positief serum (tabel 6). 
TABEL 6 
Complementbinding-reacties met drie antigenen van adeno-virus type 4 (stam Щ-67), 
op verschillende manieren geoogst. 
A n t i g e e n 
( 1 : 2 verdund) 
No. Manier van oogaten 
Serumverdnnnlngen van een positief serum 
1:5 1 : 10 1 : 20 1 : 40 
I bovenstaande vloeistof 0 0 0 0 
Π verwreven met pipet 0 0 0 0 
Ш verwreven met zand 2+ 3+ 4 + 0 
Alleen het antigeen, dat was bereid door de cellen met zand te 
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verwrijven gaf een positieve reactie. De uitkomsten van enkele andere 
proeven, die hier niet nader zullen worden beschreven, toonden even-
eens aan dat verwrijven met zand steeds de beste resultaten opleverde. 
Voorts bleek het dat dezelfde resultaten konden worden verkregen door 
de cellen stuk te maken door herhaald bevriezen en ontdooien. Deze 
laatste methode is eenvoudiger en veiliger dan verwrijven met zand en 
werd daarom door ons in het vervolg steeds toegepast. 
Verhitting van complementbindende antigenen 
Rowe en medewerkers (Rowe e.a., 1955) geven aan om antigenen, 
die bij complementbinding-reacties met adeno-virus worden gebruikt, 
gedurende een 3^2 u u r 0 P 56° C. te verhitten. Een door ons verricht 
onderzoek toonde aan, dat het complementbindend vermogen van anti-
genen door de duur van verhitting wordt beïnvloed. 
Adeno-virus type 4 werd in HeLa-cellen geënt en na 6 dagen bij vol-
ledige degeneratie geoogst. De cellen werden in het medium met zand 
verwreven. Na centrifugeren werd de bovenstaande vloeistof 1 : 2 ver-
dund met physiologische zoutoplossing en over 5 buizen verdeeld. Buis 
no. 1 werd niet verhit, buis no. 2 werd 30 minuten verhit in een water-
bad van 56° C , buis no 3 60 minuten, buis no. 4 120 minuten en buis 
no. 5 240 minuten. Vervolgens werd een bloktitratie verricht, waarbij 
verschillende verdunningen der antigenen werden getitreerd met een 
reeks verdunningen van een positief serum. Het bleek dat voor alle anti-
genen de titers gelijk waren, namelijk 1:16. Bij gebruik van een optimale 
hoeveelheid antigeen, dus in een verdunning van 1 : 16, waren er echter 
verschillen in de titers van het positieve serum (tabel 7). 
TABEL 7 
Complementbinding-reacties met vijf antigenen van adenovirus type 4 (stam RI-67), 
gedurende verschillende tijden verhit. 
A n t i g e e n 
(1 : 16 verdund) 
No. Verhtttine op 56° С 
1 0 minuten 
2 30 minuten 
3 60 minuten 
4 120 minuten 
5 240 minuten 
1 : 20 1 .· 40 1 : 80 1 : 160 1 ¡ 320 
4 + 3 + 0 0 0 
4 + 4 + 3 + 0 0 
4 + 4 + 3 + 0 0 
4 + 4 + 4+ 3+ 0 
4 + 4 + 4 + 2+ 0 
De laagste titer werd met onverhit antigeen gevonden, de hoogste 
titer met een antigeen, dat gedurende 2 uur op 56° C. was verhit. Omdat 
de verschillen tussen de antigenen die respectievelijk een ) ^ uur en 
2 uur waren verhit slechts gering zijn, gebruikten wij steeds antigenen 
die, zoals ook in de literatuur wordt opgegeven, gedurende een 3^ 2 u u r 
op 56° C. zijn verhit. 
§ 6 Methode van enting 
Teneinde te onderzoeken of een gevoeliger methode voor isolatie van 
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virus kon worden gevonden dan door ons tot dusver werd toegepast, 
(Hoofdstuk II, § 4) , werden enkele proeven verricht met monsters van 
patiënten, waaruit door ons reeds tevoren adeno-virussen waren geïso-
leerd. Hiervoor werden HeLa-cellen gebruikt, die waren aangepast aan 
5ψο PS-medium. Drie positieve monsters werden hierin op 4 verschil­
lende wijzen geënt. Per proef werden steeds 2 buizen gebruikt. Aan het 
eerste paar buizen werd 0,2 ml gorgelvloeistof toegevoegd, waarna zij 
stationair bij 37° C. werden geïncubeerd. Aan het tweede paar buizen 
werd 0,1 ml gorgelvloeistof toegevoegd, waarna zij eveneens stationair 
bij 37° C. werden geïncubeerd. Aan het derde paar buizen werd ook 
0,1 ml gorgelvloeistof toegevoegd. Deze buizen werden echter in een 
rollerdrum (12 r.p.m.) bij 37° C. geïncubeerd. Aan het vierde paar 
buizen werd, na afzuiging van het medium, 0,5 ml Hanks' oplossing en 
0,5 ml gorgelvloeistof toegevoegd, waarna zij gedurende 1 uur sta-
tionair bij 37° C. werden geïncubeerd. Hierna werd 0,9 ml van dit 
mengsel afgezogen en door medium vervangen. Vervolgens werden de 
buizen stationair bij 37° C. geïncubeerd. Passages werden steeds op 
dezelfde wijze volgens de gebruikelijke methode (Hoofdstuk II, § 4) 
verricht. Uit de 3 monsters werd in alle proeven adeno-virus geïsoleerd. 
Een duidelijk verband tussen de wijze waarop de monsters waren geënt 
en het tijdstip waarop cytopathogene veranderingen zichtbaar werden 
kon niet worden aangetoond. Twee monsters werden respectievelijk 
5 dagen na enting en 4 dagen na een blinde passage positief, onafhan-
kelijk van de wijze van enting. Het derde monster werd 5 tot 9 dagen 
na een blinde passage positief; de porties van dit monster die volgens 
de beide laatstgenoemde methodes waren geënt, waren 4 dagen eerder 
positief dan de overige porties. 
De uitkomsten van deze proeven gaven geen aanleiding af te wijken 
van de in Hoofdstuk II aangegeven methode om van een op adeno-virus 
te onderzoeken monster 0,2 ml te enten in ieder van 2 buizen met weef-
selculturen en de buizen hierna stationair bij 37° C. te incuberen. 
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HOOFDSTUK IV 
Onderzoekingen over de aetiologie van acute infecties der luchtwegen 
bij recruten 
Inleiding 
Onderzoekingen over de aetiologie van respiratoire infecties bij 
recruten werden ingesteld in de legerplaats Ossendrecht en in een 
kazerne te Tilburg. In Ossendrecht werden in afzonderlijke perioden 
twee onderzoekingen verricht. Het eerste onderzoek strekte zich uit 
over de periode van begin april tot einde mei 1955 en het tweede van 
begin October 1956 tot medio maart 1957. Het onderzoek te Tilburg 
geschiedde in de periode van medio december 1956 tot medio januari 
1957. Zowel in Ossendrecht als in Tilburg komen met regelmatige tus-
senpozen groepen recruten voor hun militaire oefeningen (de z.g. 
„basis-opleiding") onder de wapenen. Deze opleiding duurt 8 weken, 
waarna de manschappen naar elders worden overgeplaatst. In de leger-
plaats Ossendrecht komen steeds ongeveer 1700 recruten gelijktijdig 
op; in Tilburg bedraagt dit aantal ruim 200. Aangezien alle recruten 
van de Koninklijke Landmacht op dezelfde dag in militaire dienst 
opkomen en het opleidingsschema voor allen gelijk is, verkeren alle 
recruten steeds in hetzelfde stadium van opleiding. 
Dit wijkt af van hetgeen in de Amerikaanse opleidingscentra het 
geval is. In de Verenigde Staten komen wekelijks nieuwe groepen sol-
daten op in dienst, zodat daar de in de kampen aanwezige recruten 
steeds in verschillende fasen van opleiding zijn. 
§ 1 Klinische gegevens 
Tijdens de perioden van onze onderzoekingen bezochten recruten, 
enkele weken na hun opkomst in militaire dienst, het ziekenrapport met 
klachten en verschijnselen, die op een aandoening van de luchtwegen 
wezen. De ziektebeelden geleken veel op elkaar. Vrijwel alle patiënten 
klaagden sedert enige dagen over hoesten, heesheid, keelpijn en pijn in 
de borst en bezochten het ziekenrapport omdat deze klachten vererger-
den. Een aantal van hen klaagden bovendien over algemene malaise; 
zij waren rillerig en werden met een temperatuur van 380-390 in de 
ziekenzaal opgenomen. Bij inspectie van de keel vond men dat de 
pharynxwand enigszins was geïnjiceerd of soms met wat slijmig exsudaat 
was bedekt. Bij enkele patiënten waren de halslymphklieren pijnlijk en 
gezwollen. Aan de longen werden bij physisch diagnostisch onderzoek 
slechts in een beperkt aantal gevallen afwijkingen gevonden. Bij de 
meerderheid van de patiënten bleef de temperatuur gedurende 3-5 dagen 
tussen 38° C. en 39° С schommelen. De klachten namen geleidelijk 
af en na 5-8 dagen konden de meeste patiënten uit de ziekenzaal wor-
den ontslagen. Het ziektebeeld toonde veel overeenkomst met het door 
de Amerikaanse onderzoekers beschreven ziektebeeld „Acute Respira-
tory Disease". In het vervolg zullen wij deze aandoening met de afkor-
ting A.R.D. aanduiden. Van een aantal van deze patiënten werd aan 
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het begin van de ziekte gorgelvloeistof afgenomen of een keeluitstrijk 
gemaakt; van enkele patiënten werd tevens een monster faeces verza-
meld. Bovendien werd gelijktijdig met de gorgelvloeistof een eerste en 
enkele weken later een tweede monster bloed afgenomen. 
§ 2 Onderzoek in Ossendrecht, 1955 
Isolatie van virus 
Van 25 patiënten, die een op A.R.D. gelijkend ziektebeeld toonden, 
werden de gorgelvloeistoffen in weefselkweken op de aanwezigheid van 
virus onderzocht. Uit 10 van deze vloeistoffen werden virusstammen 
geïsoleerd (van der Veen en Kok, 1957a; 1957 b). De door deze virus-
sen veroorzaakte cytopathogenc veranderingen waren identiek aan de 
veranderingen die door adeno-virussen worden veroorzaakt. Na een 
incubatie-periode, die varieerde van 7-39 dagen, werden de cytopatho-
gene veranderingen voor het eerst zichtbaar. In 2 gevallen trad het 
cytopathogenc effect pas na één blinde passage op. Van iedere stam 
werd complementbindend antigeen bereid. Nadat de antigenen 1 :4 
waren verdund, werden zij door middel van complementbinding-reacties 
op het bezit van het groepsantigeen der adeno-virussen onderzocht. 
Alle stammen gaven positieve reacties met hoge verdunningen van een 
sterk positief mensenserum en negatieve reacties met negatief mensen-
serum. Op grond hiervan mag men besluiten dat zij tot de groep der 
adeno-virussen behoren. 
Typering van stammen 
Voor het typeren van de geïsoleerde stammen werden tegen twee 
van deze stammen (de stam ,,d.W." en de stam RI-29) antisera bereid. 
Vervolgens werden de adeno-virussen type 1-12 en de stammen „d.W." 
en RI-29 door middel van kruisneutralisatieproeven met de antisera 
tegen al deze virussen onderzocht (tabel 8). 
Het blijkt dat de stammen „d.W." en RI-29 niet door de antisera 
tegen de adeno-virussen type 1-12 worden geneutraliseerd. Omgekeerd 
worden de prototype-stammen van de typen 1-12 niet door antisera 
tegen de twee Tilburgse stammen geneutraliseerd. Er is wel een vol-
ledige kruisneutralisatie tussen deze beide laatste stammen en hun 
antisera. Naderhand zijn ook de 8 andere door ons geïsoleerde stam-
men in neutralisatieproeven met de antisera tegen de stammen ,,d.W." 
en RI-29 onderzocht. Het bleek dat alle 8 stammen door hoge verdun-
ningen van deze sera worden geneutraliseerd. 
Óp grond van deze bevindingen mag men besluiten dat de 10 stam-
men een homogene groep adeno-virussen vormen, die in antigene 
structuur afwijken van de typen 1-12. Het nieuwe type werd door ons 
voorlopig met de naam „d.W." aangeduid, als afkorting van de naam 
van de patiënt uit wiens gorgelvloeistof de eerste van de 10 stammen 
werd geïsoleerd. 
Rowe en Huebner (persoonlijke mededeling) hebben de typerings-









































































































































































































































































* ) De titers van de vóór de immunlsatie afgenomen sera zijn In alle gevallen < 1 :4 
**) Titer 0 = titer <1 : 4 
tot een nieuw type adeno-virus behoren, dat door hen type 14 werd 
genoemd. Stam „d.W." is het prototype van de adeno-virusstammen 
van type 14. 
Serologische bevindingen 
Wij beschikten over serumparen van 24 patiënten. Het eerste monster 
serum was tijdens een van de eerste ziektedagen en het tweede enige 
weken daarna afgenomen. De sera werden door middel van complement-
binding-reacties met adeno-virus type 4 (stam RI-67) onderzocht. Elf 
patiënten toonden een significante titerstijging in het tweede serum; 
uit de gorgelvloeistof van deze patiënten was op één uitzondering na 
adeno-virus geïsoleerd. Dertien patiënten waren serologisch en ook viro-
logisch negatief. De sera van de tien virologisch en serologisch positieve 
gevallen werden eveneens onderzocht op de ontwikkeling van neutra-
liserende antistoffen tegen de homologe stam, die uit de gorgelvloeistof 
van ieder van deze patiënten was geïsoleerd. Bovendien werden zij op 
antistoffen tegen de prototype-stam van het homologe type, n.l. de stam 
„d.W." type 14, onderzocht. Aangezien bij recruten met A.R.D. in het 
Amerikaanse leger uitsluitend adeno-virusstammen van de typen 3, 4 
en 7 zijn geïsoleerd, werden ook neutralisatie-proeven met deze drie 
typen verricht. De resultaten van deze onderzoekingen zijn in tabel 9 
samengevat. 
Het blijkt dat in alle gevallen een tenminste 16-voudige titerstijging 
ten opzichte van de homologe stam en ten opzichte van de prototype-
stam van type 14 (stam „d.W.") aanwezig is. De stijging ten opzichte 
van de homologe stam is in het algemeen groter dan ten opzichte van 
de prototype-stam. Het is dus mogelijk dat er nog geringe antigene 
verschillen tussen stammen van eenzelfde type bestaan. Hilleman en 
medewerkers hebben hier ook op gewezen (Hilleman e.a., 1955 a; 
1955 f). 
Bij later verrichte onderzoekingen konden wij dergelijke verschillen 
niet aantonen tussen stammen van adeno-virus type 4. Een aantal serum-
paren toont ook titerstijgingen ten opzichte van de typen 3, 4 en 7 maar 
deze heterologe titerstijgingen zijn niet zo sterk als de homologe titer-
stijging. 
Conclusie 
Op grond van de resultaten van dit onderzoek mogen wij besluiten 
dat adeno-virus type 14 bij een aantal recruten een acute aandoening 
van de luchtwegen heeft veroorzaakt. Het staat echter ook vast dat een 
deel van de gevallen van A.R.D. (ongeveer 50%) niet door adeno-virus 
zijn teweeggebracht en dat hiervoor andere microben aansprakelijk 
moeten worden gesteld. 
§ 3 Onderzoek in Ossendrecht en Tilburg, 1956-1957 
Bij dit onderzoek hebben wij een strengere selectie toegepast dan 
bij het voorgaande onderzoek in Ossendrecht het geval was en vrijwel 
uitsluitend materiaal verzameld van patiënten, die voor een acute respi-
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g TABEL 9 
Ontwikkeling van neutraliserende en complementbindende antistoffen tegen adeno-vims 




































































Titer van neu tralla erende antistoffen 
T y p e 14 






































































































































ratoire infectie in de ziekenzaal werden opgenomen. Als criterium voor 
een acute respiratoire aandoening gold een temperatuur van tenminste 
38° C , gepaard gaande met verschijnselen van: hoesten, keelpijn, 
pharyngitis, rhinitis, of physisch diagnostische longafwijkingen. De 
meeste van deze patiënten toonden een op A.R.D. gelijkend ziektebeeld. 
Een kleine groep patiënten toonde uitsluitend een pharyngitis, waarbij 
de temperatuur varieerde van 37,5° tot 38,° C. Twee patiënten hadden 
een met koorts verlopende rhinitis. 
Isolatie van virus 
Van 34 patiënten werd een keeluitstnjk en van 20 van hen tevens 
een monster faeces op de aanwezigheid van adeno-virus onderzocht. 
Hieruit werden 30 virusstammen, afkomstig van 21 patiënten, geïsoleerd 
(tabel 10). 
TABEL 10 
Respiratoire infecties met adeno-vtrus bij recruten in Ossendrecht en in Tilburg. 
1956-1957. 
A.R.D. 
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*) n.o. = met onderzocht. 
**) ( ) = aantal niet onderzochte serumparen. 
***) Neutralisatie-reacties zijn alleen verricht met sera van virologisch positieve 
patiënten. 
Ieder van deze virussen veroorzaakte in de weefselkweek cytopha-
thogene veranderingen, die identiek waren aan die welke door adeno-
virussen worden veroorzaakt. Cytopathogene veranderingen werden voor 
het eerst zichtbaar na een incubatieperiode van 3 tot 24 dagen. 
Eén stam werd pas na 2 blinde passages op de 24e dag positief, één 
stam na één blmde passage op de 15e dag en de andere 26 stammen 
toonden voor het eerst cytopathogene veranderingen op de 3e tot 12e 
dag na primaire enting. Van alle stammen werd complementbindend 
antigeen bereid. De antigenen werden 1 : 4 verdund en werden vervol-
gens door middel van complementbinding-reacties op het bezit van het 
groepsantigeen der adeno-virussen onderzocht. Het bleek dat alle anti-
genen een positieve reactie gaven met een hoge verdunning van een 
sterk positief mensenserum en negatief waren met negatief mensenserum. 
Op grond hiervan behoren alle stammen tot de groep adeno-virussen. 
Van 20 patiënten werd zowel een keeluitstnjk als een monster faeces 
virologisch onderzocht. Bij twee van hen werd wel uit de faeces en niet 
uit de keel een virus geïsoleerd. 
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TABEL 11 



































De resultaten van het onderzoek tonen aan dat er een grote mate van 
overeenstemming bestaat tussen de uitkomsten van isolatieproeven met 
respectievelijk keeluitstrijken en faeces van dezelfde patiënten. In ver-
band hiermede en op grond van gegevens in de literatuur, waar gewezen 
wordt op de isolatie van adeno-virus bij gevallen van lymphadenitis 
mesenterialis acuta (Kjéllen e.a., 1955 a) is het waarschijnlijk, dat adeno-
virussen niet alleen afwijkingen in de luchtwegen veroorzaken en hierom 
als respiratoire virussen moeten worden beschouwd, maar dat zij ook 
in de tractus digestivus pathologische veranderingen kunnen teweeg 
brengen. 
Typering van stammen 
De stammen werden door middel van neutralisatie-proeven met anti-
sera tegen adeno-virus type 1-12 en 14 getypeerd. Het bleek dat alle 
stammen door hoge verdunningen van het antiserum tegen type 4 wer-
den geneutraliseerd en dat geen der andere antisera, ook niet in lage 
verdunning, de stammen neutraliseerde. Hieruit mag men besluiten dat 
alle stammen tot het type 4 van de adeno-virusgroep behoren. 
Serologische bevindingen 
Wij beschikten over serumparen van 34 patiënten die virologisch 
waren onderzocht en over serumparen van 14 patiënten waarbij geen 
virologisch onderzoek was verricht. De sera werden door middel van 
complementbinding-reacties met adeno-virus type 4 (stam RI-67) onder-
zocht; 39 van de 48 patiënten toonden een significante titerstijging in 
het 2e serummonster (tabel 10). Zes patiënten waren serologisch posi-
tief en virologisch negatief. De sera van 19 paiënten, bij wie adeno-virus 
type 4 was geïsoleerd, werden tevens door middel van neutralisatie-
proeven met de prototypestam van type 4 (stam RI-67) onderzocht 
(tabel 10). Eén van deze patiënten toonde geen titerstijging van com-
plementbindende antistoffen; zowel van het eerste als van het tweede 
serum was de titer 1 : 160. 
Bij alle 19 patiënten was een tenminste 4-voudige titerstijging van 
neutraliserende antistoffen ten opzichte van type 4 aanwezig. De sera 
van 5 patiënten werden tevens in neutralisatieproeven onderzocht met 
de homologe stam die bij ieder van hen was geïsoleerd. Het bleek dat 
de titers van neutraliserende antistoffen tegen de homologe stam even 
hoog waren als de titers van neutraliserende antistoffen tegen de stam 
RI-67 (zie tabel 18). 
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In tegenstelling tot hetgeen wij waarnamen bij stammen type H, zijn 
tussen de stammen van type 4 geen verschillen aantoonbaar. 
Conclusie 
Dit onderzoek toont aan dat in het najaar van 1956 en in de winter van 
1956-1957 het merendeel van de acute luchtweginfecties bij recruten, 
namelijk 8 1 % der gevallen, door adeno-virus werd veroorzaakt. Gedu-
rende deze periode werden zowel in de legerplaats Ossendrecht als 
in een kazerne te Tilburg alleen adeno-virusstammen van het type 4 
geïsoleerd. 
§ 4 Contrôle onderzoekingen 
Negatieve virns-isolatieproeven 
Het leek ons van belang om na te gaan of adeno-virussen ook konden 
worden geïsoleerd bij personen die op grond van de serologische bevin-
dingen niet van infectie met adeno-virus werden verdacht. Met het oog 
hierop werden de gorgelvloeistoffen van 20 recruten uit Ossendrecht 
op de aanwezigheid van virus onderzocht. Van deze recruten waren 
serumparen aanwezig: het eerste serum was gelijktijdig met de gorgel-
vloeistof afgenomen, het tweede serum enkele weken daarna. Van 
3 recruten was dit materiaal, zonder dat zij klachten hadden, ter controle 
verzameld: de overige 17 recruten leden aan respiratoire aandoeningen, 
in ernst variërend van een lichte pharyngitis tot een met koorts ver-
lopende A.R.D. 
De sera waren door middel van complementbinding-reacties met 
adeno-virus type 4 (stam RI-67) onderzocht en geen der recruten toonde 
een titerstijging. Het bleek dat ook het virologisch onderzoek van de 
gorgelvloeistoffen in alle gevallen negatief was. 
Onderzoek op haemolytische Streptococcen 
Tijdens het onderzoek te Ossendrecht in 1955 werden van 76 patiën-
ten met respiratoire aandoeningen keeluitstrijken op de aanwezigheid 
van haemolytische Streptococcen onderzocht. Slechts bij 3 recruten (4%) 
werden haemolytische Streptococcen geïsoleerd. 
Serologische onderzoekingen 
Antistreptolysine titraties 
De sera van 60 recruten van het onderzoek te Ossendrecht in 1955 
en de sera van alle patiënten van het onderzoek te Ossendrecht en 
Tilburg in 1956-1957 werden door middel van antistreptolysine , ,Ο" 
titraties onderzocht. In slechts één van de 108 serumparen werd een 
significante titerstijging in het tweede serum aangetoond. 
Serologisch onderzoek op influenza, Q~koorts en psittacosis 
De sera van een aantal recruten werden onderzocht op de ontwikke-
ling van complementbindende antistoffen tegen de verwekkers van 
influenza А, В en C, van Q-koorts en van psittacosis. 
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Bij het eerste onderzoek te Ossendrecht in 1955 werden de serum-
paren van 5 recruten, bij wie adeno-virus type 14 was geïsoleerd, met 
deze vijf antigenen onderzocht. Slechts één patiënt toonde een titer-
stijging ten opzichte van influenza B; de reacties met de andere anti-
genen waren allen negatief. Serumparen van 30 andere recruten uit 
beide onderzoekingsperioden, willekeurig gekozen uit een groep perso-
nen die wel geen serologisch aangetoonde infectie met adeno-virus 
hadden doorgemaakt, werden met influenza А, В en C-antigeen onder­
zocht. Bij geen van deze recruten werd een titerstijging ten opzichte 
van een van deze antigenen waargenomen. 
Koude agglutinatie-reacties 
Serumparen van 64 recruten, die een serologisch aangetoonde infectie 
met adeno-virus hadden doorgemaakt, werden door middel van koude 
agglutinatie-reacties onderzocht. Bij alle recruten was de titer zowel in 
het eerste als in het tweede serum kleiner dan 1 : 2 ^ . 
Conclusie 
Op grond van bovenstaande onderzoekingen is het onwaarschijnlijk 
dat tijdens ons onderzoek haemolytische Streptococcen of de verwek­
kers van influenza А, В en C, van Q-koorts en van psittacosis 
een belangrijke rol als oorzaak van respiratoire aandoeningen onder de 
recruten hebben gespeeld. Voorts is een verband tussen deze aandoe­
ningen en de verwekker(s) van pneumonie, die met de vorming van 
koude-agglutininen gepaard gaat, evenmin waarschijnlijk. 
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HOOFDSTUK V 
Onderzoekingen over de epidemiologie van acute infecties der 
luchtwegen bij recruten 
Tijdens het eerste onderzoek bij recruten van de legerplaats Ossen-
drecht in 1955 werden tevens epidemiologische gegevens verzameld. Het 
aantal recruten dat in de periode van begin april tot einde mei 1955 in 
Ossendrecht werd opgeleid bedroeg 1666. Dit aantal was verdeeld over 
11 batterijen, die in sterkte varieerden van 80 tot ruim 200 manschappen-
Alle recruten kwamen begin april gelijktijdig onder de wapenen. De 
klinische gegevens werden verzameld van alle recruten die tijdens de 
basisopleiding voor een respiratoire aandoening medische hulp zochten. 
Daarnaast werden van een controlegroep van 173 recruten, willekeurig 
samengesteld uit manschappen van alle batterijen, 3 monsters bloed 
afgenomen. Het eerste monster werd aan het begin van de eerste oplei-
dingsweek verzameld; het tweede en derde monster werden aan het einde 
van respectievelijk de 4e en de 8e week der opleiding afgenomen. 
§ 1 Frequentie van klinische infecties van de luchtwegen 
Als criterium voor een respiratoire aandoening gold het optreden van 
één of meer der volgende verschijnselen: hoesten, ernstige keelklachten, 
pharyngitis, rhinitis en physisch diagnostisch herkenbare longafwij-
kingen. 
In totaal bezochten 198 recruten met dergelijke klachten het zieken-
rapport. De verdeling was als volgt: 121 klaagden over hoesten en 
keelpijn, 46 toonden een pharyngitis, waarvan een aantal tevens klaagde 
over hoesten of keelpijn, en 13 hadden physisch diagnostisch aantoon-
bare longafwijkingen. Van deze 198 recruten werden er 48 met een 
temperatuur van 38° C. of hoger voor klinische observatie in de zieken-
zaal opgenomen en 46 van hen werden gedurende tenminste 4 dagen 
klinisch behandelcL Bij 6 klinische patiënten werd, naar aanleiding van 
röntgenologische bevindingen, de diagnose „viruspneumonie" gesteld. 
De recruten met respiratoire aandoeningen waren procentueel gelijk-
matig over de batterijen verdeeld. In grafiek no. 1 geeft de doorlopende 
lijn aan hoeveel ziektegevallen gedurende iedere week van de opleidings-
periode werden waargenomen 
De grafiek toont aan, dat vanaf de tweede week het aantal gevallen 
van luchtweginfecties snel toeneemt totdat in de zesde week het groot-
ste aantal (60) wordt bereikt. Daarna treedt een sterke daling op; toch 
worden in de laatste opleidingsweek nog 20 gevallen waargenomen. Bij 
een nauwkeurige beschouwing van de grafiek valt het op, dat het aantal 
gevallen in de 5e week niet in die mate toeneemt als men zou verwach-
ten, terwijl in de daarop volgende week een zeer sterke stijging is waar 
te nemen. Wanneer men het aantal gevallen per dag nagaat, blijkt het, 
dat tijdens de eerste 3 dagen van de 5e week 25 recruten het zieken-
rapport voor aandoeningen van de luchtwegen bezochten en dat gedu-
rende de laatste 3 dagen slechts 7 recruten dit deden. Op de eerste dag 
van de volgende week bedroeg het aantal echter 24. Dat deze aantallen 
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GRAFIEK 1. 
Frequentie van respiratoire aandoeningen bij recruten gedurende de basisopleiding In 
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zo sterk uiteenlopen, kan gemakkelijk worden verklaard. Aan het einde 
van de 5e week kregen de recruten een vrij weekeinde. Aangezien het 
met het oog op de medische behandeling voor kan komen dat militairen 
geen toestemming krijgen om met verlof te gaan, zullen de recruten een 
bezoek aan het ziekenrapport zoveel mogelijk tot na dit weekeinde 
hebben uitgesteld. Vooral in een periode waarin het aantal ziektegeval-
len sterk toe- of afneemt kunnen dergelijke psychologische factoren de 
morbiditeitscurve beïnvloeden. Om de invloed van het vrije weekeinde 
zo veel mogelijk uit te schakelen hebben wij een nieuwe indeling van het 
aantal zietegevallen gemaakt, die in grafiek no. 1 door een stippellijn is 
aangegeven. De punten, waardoor deze stippellijn is getrokken, zijn 
als volgt berekend. Het ziekenrapport werd 's maandags door meer 
recruten bezocht dan op de hierop volgende dinsdag. Dit extra aantal 
gevallen werd, in plaats van bij de maandag, bij de voorafgaande week 
opgeteld. De verdeling van het aantal ziektegevallen over de opleidings-
periode toont een opvallende overeenkomst met de frequentie-curve van 
respiratoire aandoeningen die Bartlema, eveneens bij recruten, heeft waar-
genomen (Bartlema, 1955). Ook de gegevens hieromtrent in de Ameri-
kaanse literatuur (Sartwel, 1951; Hillman e.a., 1955 c) stemmen hier-
mede overeen, vooral indien men rekening houdt met de andere wijze 
van opkomst der recruten in de Amerikaanse opleidingscentra en met 
het — voor respiratoire aandoeningen •— betrekkelijk ongunstige jaar-
getijde waarin ons onderzoek is verricht. 
§ 2 Frequentie van adeno-virusinfecties in een controlegroep 
De sera van de 137 recruten der contrôle-groep werden door middel 
van complementbinding-reacties met adeno-virus type 4 (stam RI-67) 
onderzocht. Als criterium voor infectie met adeno-virus gold een ten-
minste 4-voudige titerstijging van de complementbindende antistoffen. 
In totaal maakten 51 van de 137 recruten (37%) een serologisch aan-
toonbare adeno-virus door. Tien van de recruten toonden reeds signifi-
cante titerstijgingen in het serum van de 4e week, 41 eerst in het serum 
van de 8e week. Aangezien bij infectie met adeno-virus, evenals bij 
andere virusinfecties, pas 7-8 dagen na het begin der infectie significante 
titerstijgingen van complementbindende antistoffen aantoonbaar zijn, 
geven deze getallen aan hoeveel recruten respectievelijk gedurende de 
Ie tot en met de 3e en gedurende de 4e tot en met de 7e week van de 
opleiding met adeno-virus werden geïnfecteerd. Van het totale aantal 
serologisch geïnfecteerde recruten (51) maakten dus 10 (20%) de 
infectie door in de periode van de Ie tot en met de 3e week en 41 (80%) 
in de periode van de 4e tot en met de 7e week. Vergelijken wij deze 
verdeling met die van de klinische infecties der luchtwegen in dezelfde 
periode — van het totaal van 177 kwamen er 41 (23%) voor tijdens 
de eerste drie weken en 136 (77%) in de periode van de 4e tot en met 
de 7e week (grafiek 1) — dan valt het op dat de gevallen van klinische 
respiratoire infecties van de gehele groep en van adeno-virusinfecties 
van de contrôle-groep procentueel op ongeveer gelijke wijze over de 
beide perioden van de opleiding zijn verdeeld. 
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§ 3 Serologische en immunologische gegevens 
In hoofdstuk III werd reeds vermeld, dat in 1955 in de legerplaats 
Ossendrecht bij recruten met respiratoire infecties uitsluitend adeno-
virussen van het type H werden aangetroffen. Om na te gaan in hoe­
verre adeno-virus type 14 als verwekker van de bij de controle-groep 
aangetoonde serologische adeno-virusinfecties van belang is geweest, 
hebben wij van een aantal van deze recruten de serumparen tevens door 
middel van neutralisatieproeven met type 14 onderzocht. De uitkomsten 
hiervan hebben wij met die van de complementbinding-reacties verge­
leken (tabel 12). 
TABEL 12 
Ontwikkeling van neutraliserende antistoffen tegen adeno-virus type 14 bij recruten 
met en zonder significante titerstijgingen van complementbindende antistoffen tegen 
adeno-virus. 
Significante 
titentijglng A a ^ i
 г е с п 1 1 н , 
van compi, biodende 
antistoffen * ) 
+ 50 
- 16 
Significante titcrstijging van neutraliserende 




*) Significante titerstijging (4-voudig of > ) van neutraliserende antistoffen tegen 
type 14 in de sera afgenomen in de 4e of 8e week van de „basis-opleiding". 
**) Significante titerstijging (4-voudig of > ) van complementbindende antistoffen 
tegen adeno-virus type 4 (stam RI-67) in de sera afgenomen in de 4e of 8e week 
van de „basis-opleiding". 
Het blijkt dat de recruten, die een significante titerstijging van 
complementbindende antistoffen tonen, steeds ook een titerstijging van 
neutraliserende antistoffen tegen type 14 tonen, behoudens één geval. 
Waarschijnlijk is deze recruut niet door type 14, maar door een ander 
type adenovirus geïnfecteerd (zie: Hoofdstuk V, Tabel 16, Serum no. 
Vi-139). Van de 16 recruten zonder titerstijging van de complement-
bindende antistoffen tegen type 14 (de titer steeg van < 1 : 5 in het 
eerste serum tot 1 : 10 in het tweede serum). 
Van ongeveer 100 recruten uit de contrôle-groep werd het eerste 
monster serum (afgenomen in de eerste week na opkomst) in de ver-
dunning 1 :4 door middel van neutralisatieproeven met de typen 3, 4, 7 
en 14 onderzocht. Vervolgens bepaalden wij welke recruten van deze 
groep naderhand een infectie met adeno-virus doormaakten. Als crite-
rium voor infectie gold, dat de sera van een recruut een tenminste 
4-voudige titerstijging van complementbindende antistoffen moesten 
tonen. Het resultaat is in tabel 13 samengevat. 
Het verschil in het aantal serologische infecties van de groep met en 
de groep zonder antistoffen tegen type 14 is statistisch zeer significant 
(overschrijdingskans > 1 : 10.000). 
De percentages serologische infecties bij de recruten met en zonder 
antistoffen tegen type 3 en type 4 zijn daarentegen statistisch gelijk-
waardig. Het verschil in infectiekansen tussen de groepen met en zonder 
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TABEL 13 
Ontwikkeling van comphmentbindende antistoffen tegen adeno-vims bij recmten met 
en zonder neutraliserende antistoffen tegen adenO'Virus type 3, 4. 7 en 14. 
Aantal recruten 
Signif. titerstijging 


































*) Monsters bloed afgenomen gedurende de eerste week van de „basis-opleiding"; 
+ = neutraliserende antistoffen aanwezig in serumverdunning 1 :4. 
**) Significante titerstijging ( 1 : 4 of > ) van complementbindende antistoffen tegen 
adeno-virus type 4 (stam RI-67) In de sera afgenomen in de 4e of 8e week van 
de „basis-opleiding". 
antistoffen tegen type 7 is statistisch twijfelachtig (overschrijdingskans 
= 1 : 9 ) . Aangezien recruten zonder antistoffen tegen type H het 
gevoeligst zijn voor infecties met adeno-virus, hebben wij bij deze recru­
ten opnieuw de betekenis van het bezit van antistoffen tegen type 7 
onderzocht (tabel 14), 
TABEL 14 
Ontwikkeling van complementbindende antistoffen tegen adenO'Virus bij recmten mét 
en zonder neutraliserende antistoffen tegen adeno-virus type 7, en niet in het bezit 
van antistoffen tegen type 14. 
1 
Aantal recruten 
Signif. titerstijging van 
compi, bindende aantal 
antistoffen**) percentage 
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*) Monsters bloed afgenomen gedurende de eerste week van de „basis-opleiding"; 
+ = neutraliserende antistoffen aanwezig in serumverdunning 1 :4. 
**) Significante titerstijging ( 1 : 4 of > ) van complementbindende antistoffen tegen 
adeno-virus type 4 (stam RI-67) in de sera afgenomen in de 4e of 8e week van 
de „basis-opleiding". 
Hoewel het aantal infecties bij recruten met antistoffen tegen type 7 
duidelijk kleiner is dan bij recruten zonder antistoffen, is het verschil 
statistisch niet significant. Aangezien het aantal onderzochte personen 
klein is, bestaat de mogelijkheid dat bij een uitgebreider onderzoek 
wel een statistisch significant verschil gevonden zou worden. 
In grafiek no. 2 is het verband tussen het bezit van antistoffen tegen 
de typen 3, 4, 7 en 14 en de kans op infecties met adeno-virus grafisch 
weergegeven. 
Uit dit onderzoek blijkt, dat de recruten die bij opkomst in militaire 
dienst antistoffen tegen type 14 bezaten aanzienlijk minder kans 
hadden een infectie met adeno-virus door te maken dan recruten zonder 
antilichamen tegen dit type. Het bezit van antilichamen tegen type 14 
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GRAFIEK 2 . 
Frequentie van Infecties met adeno —virus bij recruten, die bij opkomst respectievelijk 





1 0 0 _J 





Adeno —virus type 3 type 4 type 7 
+ 
type 1 4 
bood een duidelijke bescherming. Het is twijfelachtig of antilichamen ten 
opzichte van type 7 tegen infectie beschermden. De aanwezigheid van 
antilichamen tegen type 3 en 4 bood in het geheel geen bescherming 
tegen infectie met adeno-virus. Het is daarom aannemlijk dat, tijdens 
de periode van ons onderzoek, het type H van overwegend belang is 
geweest voor infecties met adeno-virus onder de recruten te Ossen-
drecht. Daarnaast is misschien een gering aantal infecties door type 7 
veroorzaakt, zoals ook blijkt uit de uitkomsten van neutralisatieproeven 
met een serumpaar dat wel een duidelijke titerstijging toont ten opzichte 
van type 7 maar niet ten opzichte van type 14 (Hoofdstuk V, Tabel 16, 
Serum no. Vi-139). 
Uit het voorgaande onderzoek bleek, dat sommige recruten immuun 
waren voor infecties met adeno-virus type 14 en dat deze immuniteit 
nauw verband hield met het bezit van neutraliserende antistoffen tegen 
dit type virus. Een onderzoek van sera op de aanwezigheid van neu-
traliserende antistoffen tegen verschillende andere typen adeno-virussen 
kan op soortgelijke wijze inlichtingen verschaffen omtrent de immuniteit 
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ten aanzien van deze virussen en omtrent de kans op infectie door deze 
virussen. In verband hiermede hebben wij van een aantal recruten de 
sera, die tijdens de eerste week van hun opleiding waren afgenomen, 
met de typen 1-12 en 14 van de adeno-virusgroep onderzocht. De sera 
werden met alle typen in een verdunning van 1 :4 getitreerd (tabel 15). 
TABEL 15 
Aanwezigheid van neutraliserende antistoffen tegen adeno-virussen tgpe 1-12 en 14 
in het serum van recruten bij opkomst in dienst. 



























































*) Monsters bloed afgenomen gedurende de eerste week van de „basis-opleiding". 
Neutraliserende antistoffen aanwezig in serumverdunning 1 : 4. 
Het valt op, dat een relatief hoog percentage recruten antistoffen 
tegen type 14 bezit, terwijl toch het merendeel der infecties door type 
14 werd veroorzaakt. Het is bekend dat type 3, 4 en 7 bij recruten 
infecties der luchtwegen kunnen veroorzaken (Berge e.a., 1955; Hille-
man e.a., 1955 a; 1956). Zoals uit tabel 15 blijkt, heeft slechts een klein 
percentage recruten antilichamen tegen type 4. Het was hierom te ver-
wachten dat type 4 infecties veelvuldig zouden zijn voorgekomen. Dat 
dit niet het geval is geweest, kan misschien worden verklaard door aan 
te nemen, dat toevalligerwijze virussen van het type 4 in deze groep 
recruten niet zijn geïntroduceerd. Daarentegen werd later, tijdens de 
epidemieën in 1956 en 1957, zowel in Ossendrecht als in Tilburg, uit-
sluitend type 4 gevonden. Opvallend is het dat géén der recruten anti-
lichamen tegen type 8 bezitten en dat slechts een zeer klein percentage 
recruten antilichamen tegen type 9 heeft. Type 8 is éénmaal geïsoleerd 
uit conjunctiva-secreet van een lijder aan acute epidemische kerato-
conjunctivis, maar de betekenis van deze bevinding is nog niet duidelijk 
(Jawetz e.a., 1955 b) . Tussen type 9 en een klinisch omschreven aan-
doening is nog geen verband aangetoond. In tegenstelling tot deze typen 
is het percentage recruten met antilichamen tegen type 3 en type 12 
zeer hoog. Type 3 is geïsoleerd in een groot aantal gevallen van epide-
mische pharyngo-conjunctivis en van met exsudaat verlopen de pharyn-
gitis (Parrot e.a., 1954; Bell e.a., 1955; Dingle e.a., 1955). Van het 
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voorkomen en van de rol als ziekteverwekker van type 12 is nog weinig 
bekend. Het is aannemelijk dat infecties met type 3 en met type 12 in 
ons land veelvuldig voorkomen en aanleiding geven tot de ontwikkeling 
van neutraliserende antistoffen tegen deze typen. 
In het algemeen stemmen de door ons gevonden percentages overeen 
met die, welke in Amerika werden gevonden (Grayston e.a., 1956b). 
Een uitzondering hierop vormt type 14. Rowe en Huebner (persoonlijke 
mededeling) vonden in 40 sera van volwassenen slechts in één geval 
neutraliserende antilichamen tegen dit type, terwijl wij op 100 sera in 
67% der monsters antistoffen aantoonden. 
§ 4 Frequentie van adeno-virusinfecties bij burgers 
In verband met de positieve resultaten van het onderzoek op adeno-
virussen bij recruten hebben wij onderzocht of ook onder de burger-
bevolking infecties door adeno-virussen voorkomen. 
Gedurende het voorjaar van 1956 hebben wij van 136 personeels-
leden van het St Elisabeth-Ziekenhuis te Tilburg met een tussenperiode 
van 3 maanden 2 monsters bloed afgenomen. De sera werden door 
middel van complementbinding-reacties met adeno-virus type 4 (stam 
RI-67) onderzocht. Bij 4 personen (3%) werd een significante titer-
stijging gevonden. Het bleek dat 3 van hen aan een respiratoire aan-
doening hadden geleden; het ziektebeeld van één patiënt toonde veel 
overeenkomst met A.R.D., de andere patiënten hadden een zware 
verkoudheid doorgemaakt. Drie serumparen, die in de complement-
binding-reactie positief waren, werden in verdunningen door middel 
van neutralisatieproeven met de adeno-virussen type 1-12 onderzocht. 
Bij degene die klinisch niet ziek was geweest werd uitsluitend ten 
opzichte van type 7 een significante titerstijging vastgesteld. Een patiënt 
die een verkoudheid had doorgemaakt toonde uitsluitend ten opzichte 
van type 12 een significante titerstijging. De patiënt met A.R.D. toonde 
tegen meer dan één type titerstijging; de grootste stijging (16-voudig) 
werd ten opzichte van type 4 gevonden. Neemt men aan dat comple-
mentbmdende antistoffen gedurende enkele maanden in het bloed 
blijven circuleren, dan volgt hieruit dat 3 % van deze groep burgers in 
een periode van 3 maanden een infectie met adeno-virus heeft door-
gemaakt. Uit ons onderzoek in het leger bleek, dat een jaar tevoren 
in een periode van 2 maanden 37% van een ongeveer even grote groep 
recruten met adeno-virus werd besmet. Bij onderzoekingen in de 
Verenigde Staten vond men eveneens hoge percentages bij recruten en 
lage bij burgers (Hilleman e.a., 1956; Evans, 1956). De verschillen in 
de frequentie van adeno-virusinfecties tussen recruten en burgers zijn 
zowel hier als in Amerika zeer opvallend. Het is niet mogelijk voor deze 
grote verschillen een afdoende verklaring te geven. 
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HOOFDSTUK VI 
Onderzoekingen over de ontwikkeling van antistoffen na infectie met 
adeno-virus 
§ 1 Ontwikkeling van heterologe neutraliserende antistoffen 
De in hoofdstuk IV, § 2 (sub b) beschreven proeven hebben aange-
toond dat konijnen, na immunisatie, alleen neutraliserende antistoffen 
vormen tegen het type adeno-virus waarmee zij zijn geïmmuniseerd. Door 
het ontbreken van een heterologe response zijn de bereide antisera 
type-specifiek. In tegenstelling hiermee vonden wij bij patiënten, van wie 
uit de gorgelvloeistof adeno-virus type 14 was geïsoleerd, niet alleen 
titerstij gingen ten opzichte van dit type, maar ook ten opzichte van 
andere typen adeno-virus. Ook in de literatuur wordt melding gemaakt 
van het optreden van heterologe titerstijgingen bij patiënten met infec-
ties door adeno-virus (Hilleman e.a., 1955; Grayston e.a., 1956 b). 
Voor een uitgebreider onderzoek van deze heterologe „response" 
werden 20 serumparen van recruten uit de controle-groep gekozen, die 
in complementbinding-reacties met de stam RI-67 een 4-voudige of 
grotere titerstijging toonden. Deze sera werden door middel van neutra-
lisatieproeven, in verdunningen, met de typen 1-7 en 14 van de adeno-
virusgroep onderzocht (tabel 16, bldz. 74 en 75). 
Het blijkt dat er in 19 van de 20 serumparen een significante titer-
stijging ten opzichte van type 14 aanwezig is. Een recruut (Serum 
no. Vi-139) toonde geen titerstijging ten opzichte van type 14, maar 
had wel een sterke stijging ten opzichte van type 7. Waarschijnlijk heeft 
deze recruut een infectie met type 7 doorgemaakt. Een aantal recruten 
toont ook ten opzichte van andere typen titerstijgingen vooral ten 
opzichte van type 3 en 7, maar deze zijn vrijwel altijd lager dan ten 
opzichte van type 14. 
In tabel 17 is overzichtelijk aangegeven hoe vaak titerstijgingen ten 
opzichte van adeno-virus type 1-7 werden waargenomen bij recruten, 
die een infectie met adeno-virus type 14 hadden doorgemaakt; de getal-
len zijn verzameld uit de tabellen 9 en 16. 
TABEL 17 
Stijging van neutraliserende antistoffen tegen heterologe typen bij recruten met infecties 








Type 2 Type 3 
2/17 16/24 
12% 67% 













*) Significante titerstijging (4-voudig of > ) van neutraliserende antistoffen tegen 
adeno-virus type 1 - 7 bij recruten met infecties door adenovirus type 14. 
**) De teller geeft aan het aantal recruten met significante titerstijgingen; de noemer 
het aantal onderzochte recruten. 
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"2 TABEL 16 
Titers van neutraliserende antistoffen tegen de adeno-virussen type 1-7 en 14 bij re-
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*) Serum I afgenomen in de eerste week van de „basis-opleiding", serum U in de 4e week, serum Ш in de 8e week. 
**) Titer 0 = titer < 1:4. 
4 
Van 8 recruten bij wie adeno-virus type 4 werd geïsoleerd, werden 
de serumparen door middel van neutralisatieproeven met de typen 1-12 
en 14 onderzocht (tabel 18). 
Men ziet dat er in alle gevallen een significante titerstijging ten 
opzichte van type 4 aanwezig is. De homologe titers na infectie 
met type 4 zijn echter laag in vergelijking met de homologe titers na 
infectie met type 14 (tabel 9). Het is niet mogelijk op grond van deze 
proeven vast te stellen of deze verschillen worden veroorzaakt door 
een slechte antilichamen-„response" na infectie met type 4, of door 
een afwijkend gedrag van de stam, die bij de neutralisatieproeven is 
gebruikt. Het valt echter op, dat na infectie met type 4 ook het aantal 
en de grootte van de heterologe titerstijgingen geringer is dan na infectie 
met type 14. Dit doet vermoeden, dat type 4 in het algemeen een slechte 
„response" van neutraliserende antilichamen tot gevolg heeft. Eén uit-
zondering springt echter direct in het oog; alle serumparen op één na 
tonen een stijging van neutraliserende antistoffen tegen type 12. 
Op grond van deze onderzoekingen zou men — theoretisch — kunnen 
veronderstellen dat sommige recruten door verschillende typen tege-
lijkertijd werden besmet en hiertegen antilichamen hebben gevormd. 
Deze veronderstelling is onwaarschijnlijk omdat bij de recruten van de 
eerste groep (tabel 15) de stijging van de neutraliserende antistoffen 
tegen type 14 vrijwel steeds het grootst is en in de gorgelvloeistoffen 
van recruten uit dezelfde legerplaats uitsluitend adeno-virussen van het 
type 14 werden aangetroffen. De titerstijgingen bij de recruten van 
wie type 4 werd geïsoleerd waren eveneens het grootst ten opzichte 
van type 4. Voorts werden in een aantal gevallen titerstijgingen ten 
opzichte van 4 typen gevonden; een gelijktijdige infectie met 4 typen 
is onwaarschijnlijk. Ook in Amerika heeft men bij recruten, bij wie 
slechts één adeno-virus werd geïsoleerd, in een groot percentage der 
gevallen tegen een of meer andere typen heterologe titerstijgingen aan-
getoond (Hilleman e.a., 1955 a; Grayston e.a., 1956b). 
Op grond van het voorgaande mag men aannemen dat patiënten, na 
infectie met adeno-virussen type 14 en type 4, niet alleen tegen deze 
typen, maar ook tegen andere typen antistoffen kunnen vormen. 
§ 2 Vergelijking van de titers van complementbindende 
antistoffen tegen het homologe type en tegen een 
heteroloog type 
Aangezien complementbinding-reacties als routine uitsluitend met het 
prototype van adeno-virus type 4 (de stam RI-67) werden verricht, 
leek het ons van belang om te onderzoeken of het verschil maakt indien 
men bij het onderzoek van sera op de ontwikkeling van complement-
bindende antistoffen gebruik maakt van homologe of heterologe anti-
genen. Veertien serumparen van recruten met infecties door adeno-virus 
type 14, en veertien serumparen van recruten met infecties door adeno-
virus type 4, werden zowel met type 14 (stam „d.W.") als met type 4 
(stam „VSó-lOSO", geïsoleerd van een recruut uit Ossendrecht) onder-
zocht. Het bleek dat de stijgingen van de titers, die met beide antigenen 
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TABEL 18 
Tiferà van neutraliserende antistoffen tegen adeno-virus type 1-12 en 14 bij patiënten 















































































































































































































































































































































*) Serum I afgenomen gedurende de eerste ziekte dagen, serum II 2-4 weken na begin van de ziekte. 
**) Titer 0 = titer < 1 :4. 
***) Titers van complementbindende antistoffen tegen adeno-virus type 4 (stam RI-67); titer 0 = titer 1 : 2,5. 
werden gevonden, steeds even groot waren. De stijgingen varieerden van 
4-voudig tot 512-voudig; 93% der serumparen toonde een 16-voudige 
of grotere titerstijging met beide antigenen. De hoogte van de titer was 
in het algemeen met het homologe type iets groter dan met het hetero-
loge type, maar deze verschillen waren in geen enkel geval groter dan 
4-voudig. De titers, die met de door ons geïsoleerde stam „V56-1080" 
werden gevonden, waren volkomen gelijk aan de titers, die met de stam 
RI-67 waren bepaald. Op grond van deze bevindingen mag men beslui-
ten, dat bij infecties met adeno-virus type 4 en 14 het er weinig toe doet 
of men antigeen van type 4 of van type 14 voor het onderzoek op de 
ontwikkeling van complementbindende antistoffen gebruikt. Ook met 
het heterologe antigeen mist men de serologisch positieve gevallen niet. 
§ 3 Ontwikkeling van homologe neutraliserende antistoffen 
en van complementbindende antistoffen 
Homologe neutraliserende antistoffen 
Bij alle recruten, van wie uit de keel of uit de faeces een adeno-virus 
was geïsoleerd, werden significante titerstijgingen van neutraliserende 
antistoffen tegen het homologe type aangetroffen. 
Aangezien in een aantal gevallen het tweede monster bloed op de 
9e ziektedag werd afgenomen mag men aannemen, dat neutraliserende 
antistoffen binnen deze periode worden gevormd. Op grond van de uit-
komsten van de door ons verrichte proeven nemen wij aan, dat de maxi-
male titer 10 tot 14 dagen na de eerste ziektedag wordt bereikt en 
gedurende tenminste 2 maanden op deze hoogte blijft. 
Complementbindende antistoffen 
De sera van ruim 400 personen werden op de ontwikkeling van 
complementbindende antistoffen tegen adeno-virus onderzocht. Steeds 
werden significante titerstijgingen gevonden bij de virologisch posi-
tieve gevallen, behoudens één uitzondering. Bij twee recruten werd op 
de 9e ziektedag een significante titerstijging gevonden. Op grond van 
de uitkomsten van de complementbinding-reacties bij virologisch posi-
tieve patiënten nemen wij aan, dat ook hier de maximale titer 10-14 
dagen na de eerste ziektedag wordt bereikt. De titer blijft in de meeste 
gevallen gedurende tenminste 2 maanden op deze hoogte. In één geval 
was de titer na 4 maanden nog even hoog als op de 14e ziektedag. 
Daarentegen was bij een andere patiënt de titer van de complement-
bindende antistoffen reeds na 8 weken tot de oorspronkelijke waarde 
gedaald. 
Grenstiter van complementbindende antistoffen 
Van 96 recruten, die in complementbinding-reacties met adeno-virus 
type 4 (stam RI-67) significante titerstijgingen toonden, werd de hoogte 
van de titers der prae- en post-infectieuze sera bepaald en in een grafiek 
weergegeven (grafiek no. 3) . Vervolgens bepaalden wij de hoogte van 
de titers van 126 „normale" sera. Als „normaal" beschouwden wij sera, 
welke aan het einde van de basis-opleiding waren afgenomen van 
recruten, die tijdens de voorafgaande 2 maanden geen serologisch aan-
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GRAFIEK 3. 
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toonbare infectie met adeno-virus hadden doorgemaakt. Ook de titers 
van deze „normale" sera zijn in grafiek 3 weergegeven. 
Het blijkt dat titers van 1 :20 zowel in „normale" als in prae-
infectieuze sera veelvuldig voorkomen. Titers van 1 :40 en hoger 
treffen wij vooral aan in post-infectieuze sera. Slecht 10% van de „nor-
male" sera en 1% van de prae-infectieuze sera bereikt een titer van 
1 :40. Op grond hiervan is het aannemelijk om, mits dezelfde methode 
wordt toegepast als waarmede dit onderzoek is veracht, 1 :40 als grens-
titer te beschouwen. 
Indien men bij een éénmalig onderzoek van patiënten afgaat op deze 
grenstiter, dan mist men ongeveer 20% der gevallen, aangezien in 20 
van de 96 gevallen met adeno-virusinfecties de grenstiter niet wordt 
bereikt. In verband met het veelvuldig voorkomen van adeno-virus-
infecties en in verband met het feit dat complementbindende antistoffen 
soms lang kunnen blijven circuleren doet men echter voorzichtig, aan 
een grenstiter bij deze infecties niet dezelfde waarde te hechten als het 
geval is bij sommige andere reacties, zoals complementbinding-reacties 





Door toepassing van weefselkweken is het mogelijk als routine 
virologisch onderzoek te verrichten. Bij „massa-onderzoek" bestaat er 
gevaar, dat er in de weefselkweek kruisinfecties optreden. Om de kans 
op kruisinfecties zoveel mogelijk te beperken hebben wij tijdens dit 
onderzoek de volgende maatregelen genomen: 
1) media werden zoveel mogelijk door verhitting (autoclavering) 
gesteriliseerd; wij geven de voorkeur aan autoclavering boven Seitz-
filtratie omdat door verhitting ook virussen worden geëlimineerd; 
2) de productie van weefselkweken en het enten van virussen werden 
in afzonderlijke vertrekken verricht; 
3) wij maakten gebruik van continue cellijnen in verschillende media, 
die jaren lang zijn voortgekweekt zonder dat hierin ooit virussen 
zijn gevonden; 
4) wij pasten een aseptische techniek toe: maskers werden gedragen 
om bacteriën en virussen uit de neuskeelholte van de onderzoekers 
tegen te houden, tocht werd vermeden, en stof werd onderdrukt 
door het dragen van geoliede jassen en het gebruik van papieren 
zakdoeken, die direct na gebruik werden weggegooid; 
5) ter controle van deze aseptische techniek werden een aantal 
kweken zonder antibiotica aangehouden; 
6) per vertrek werd slechts met één op virus te onderzoeken patiën-
tenmonster of met één virusstam gewerkt; daarna werd enige tijd 
gewacht om eventueel met virus besmette druppeltjes of stof-
partikeltjes te laten sedimenteren, terwijl in deze periode de ruimte 
met ultraviolet licht werd bestraald. 
Wij menen dat alle door ons geïsoleerde virusstammen uit de betref-
fende monsters afkomstig zijn en dat, dank zij de genoemde voorzorgen, 
kruisinfecties niet zijn voorgekomen. Het feit, dat bij de virologisch 
positieve gevallen zich steeds antilichamen tegen het homologe type 
ontwikkelden en dat omgekeerd bij virologisch negatieve gevallen vrijwel 
steeds een serologische „response" ontbrak, bevestigt onze mening. 
Eenmaal zijn er in de „productie"-afdeling enkele continu voort-
gekweekte cellijnen ongeveer tegelijkertijd met een virus verontreinigd. 
De virusstam bleek te behoren tot adeno-virus type 2. Aangezien er in 
deze preriode in het laboratorium niet met adeno-virus type 2 werd 
gewerkt leek het ons waarschijnlijk, dat het virus afkomstig was van 
de onderzoekster, die deze kweek aanhield. Klinisch noch serologisch 
was er een aanknopingspunt voor een recente infectie met dit type virus. 
Het is echter heel goed mogelijk dat de onderzoekster een latente 
infectie had doorgemaakt, zonder ontwikkeling van antilichamen, of 
draagster was van adeno-virus type 2. Het bleek, dat pas 4 tot 8 weken 
na het tijdstip van de besmetting cytopathogene veranderingen van de 
inmiddels reeds enkele malen omgezette cellijnen zichtbaar werden. 
Naar aanleiding van dit voorval werden in het vervolg de belang-
rijkste cellijnen steeds onafhankelijk van elkaar door twee personen in 
verschillende vertrekken aangehouden. 
De toepassing van cellen, die aan serum van dieren zijn aangepast, 
biedt veel voordelen: 
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1) serum van dieren is gemakkelijker te verkrijgen dan serum van 
mensen; 
2) het is niet nodig de cellen te wassen, voordat hierin virus wordt 
geënt; 
3) de cellen kunnen na de enting vrijwel onbeperkt worden aangehou-
den, zodat inocula met weinig virus, die pas na lange tijd positief 
worden, hierin met succes kunnen worden geënt. 
Sommige beënte culturen werden door ons gedurende 28 dagen aan-
gehouden. Eén monster werd pas positief na een blinde passage, nadat het 
gedurende de primaire enting en gedurende de passage in totaal 40 
dagen was geïncubeerd. 
Het gebruik van T-cellen bood geen bijzondere voordelen boven het 
gebruik van HeLa-cellen; de gevoeligheid van beide soorten cellen was 
ongeveer even groot. Aangezien T-cellen afkomstig zijn van normaal 
menselijk weefsel zouden virusstammen, die hierin zijn geïsoleerd en 
gepasseerd, misschien zonder bezwaar kunnen worden gebruikt voor 
bereiding van vaccins. De in HeLa-cellen geïsoleerde stammen worden 
hiervoor niet gebruikt, aangezien HeLa-cellen afkomstig zijn van 
kwaadaardig weefsel. 
Het is opvallend dat de eerste epidemie, die door ons werd bestudeerd, 
door type 14 werd veroorzaakt, een nieuw type adeno-virus dat elders 
ter wereld nog niet was gevonden, terwijl alle volgende epidemieën 
door type 4 werden veroorzaakt, hetzelfde type, dat ook in de Verenigde 
Staten veelvuldig was aangetroffen als verwekker van A.R.D. bij recruten. 
Een epidemie door type 14 is ook hierom merkwaardig, omdat het 
merendeel van de recruten bij opkomst in dienst hiertegen immuun was. 
Blijkbaar is dit virus toevalligerwijze in deze groep mensen geïntrodu-
ceerd en heeft het de kans gekregen zich te verspreiden onder de 
vatbare recruten, die geen antilichamen bezaten. .Misschien is door de 
circulatie van dit virus de ontwikkeling van een epidemie door type 4 
geremd. 
De kans dat adeno-virus type 14 in de toekomst in ons land opnieuw 
epidemieën onder recruten zal veroorzaken is betrekkelijk klein zolang 
als de immuniteit bij opkomst in dienst hoog is. In de Verenigde Staten, 
waar, volgens een persoonlijke mededeling van Rowe, bij volwassenen 
slechts sporadisch antilichamen tegen type 14 worden aangetroffen, is 
de kans veel groter. In verband hiermee zijn Amerikaanse onderzoekers 
begonnen met de bereiding van een vaccin van adeno-virus type 14; 
hiervoor worden positieve gorgelvloeistoffen van patiënten uit Ossen-
drecht gebruikt. Men wil aan het polyvalente adeno-virusvaccin, dat 
voor immunisatie van recruten in het Amerikaanse leger wordt gebruikt, 
type 14 toevoegen, indien het blijkt, dat ook in de Verenigde Staten 
epidemieën door dit type worden veroorzaakt. (Hilleman, persoonlijke 
mededeling). 
Dit onderzoek is slechts oriënterend geweest. Het heeft een bevesti-
gend antwoord gegeven op de vraag of adeno-virussen in ons land 
circuleren en of zij epidemieën van acute respiratoire aandoeningen bij 
recruten kunnen veroorzaken. De uitslagen van het onderzoek geven 
een indruk over frequentie van deze infectie. In april en mei 1955 wer-
den in Ossendrecht ongeveer 200 recruten van een totale sterkte van 
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ruim 1600 recruten voor een acute respiratoire aandoening behandeld. 
Op grond van de virologische en serologische onderzoekingen bij een 
beperkte groep patiënten uit deze legerplaats is het waarschijnlijk, dat 
de helft hiervan, ongeveer 100 recruten, aan een infectie door adeno-
virus leden. Indien de gegevens omtrent het aantal infecties door 
adeno-virus in de controlegroep toepasselijk zijn op de gehele recruten-
gemeenschap, dan volgt hieruit, dat naast de 100 patiënten er nog 400 
andere recruten een infectie met adeno-virus moeten hebben doorge-
maakt, waarvoor zij echter geen medische hulp hebben ingeroepen. 
Blijkbaar is tijdens deze epidemie 80% van het aantal infecties met 
geringe, of geheel zonder klachten, verlopen. Bij een beschouwing van 
deze gegevens dient men er rekening mee te houden, dat de cijfers 
betrekking hebben op een epidemie, die door type 14 werd veroorzaakt 
en dat slechts 1/3 deel van de recruten bij opkomst in dienst gevoelig 
was voor infectie met dit virus. 
Wanneer overeenkomstige gegevens zouden zijn verzameld tijdens de 
door type 4 veroorzaakte epidemieën in 1956-1957, zouden wellicht 
hogere ziektecijfers en een groter aantal serologisch vastgestelde infec-
ties zijn gevonden, aangezien veel meer recruten (ongeveer 3/4) voor 
infectie met type 4 vatbaar waren. 
Wanneer men zich beperkt tot de klinische gevallen van A.R.D., dan 
blijkt uit de onderzoekingen in 1955, 1956 en 1957, dat in totaal 70% 
door adeno-virus werd veroorzaakt. Men mag dus aannemen dat adeno-
vimssen een belangrijke en mogelijk de belangrijkste oorzaak zijn van 
acute aandoeningen der luchtwegen bij Nederlandse recruten. 
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SAMENVATTING 
De uitkomsten van een onderzoek over het voorkomen van infecties 
door adeno-virussen bij Nederlandse recruten worden hier beschreven. 
Het virologisch onderzoek werd verricht met behulp van weefsel-
kweken. Twee soorten cellen werden gebruikt, namelijk: HeLa-cellen en 
T-cellen. Beide soorten cellen werden gekweekt in navelstrengserum en 
serum van volwassen mensen, en in paarden- en kalverenserum. Alle 
neutralisatie- en de meeste isolatieproeven werden verricht in cellen, die 
aan serum van dieren waren aangepast. Complementbindend antigeen 
en virussuspensies voor neutralisatie-proeven werden vrijwel altijd bereid 
in cellen, die m mensenserum waren gekweekt. 
Tijdens een onderzoek in de legerplaats Ossendrecht in het voorjaar 
van 1955 werd bij bijna de helft van het aantal patiënten met een acute 
aandoening van de luchtwegen een infectie met adeno-virus vastgesteld. 
Alle geïsoleerde stammen behoorden tot adeno-virus type 14. Serologisch 
onderzoek bij een controlegroep toonde aan, dat ongeveer 1/3 deel van 
alle recruten tijdens de „basis-opleiding" een infectie met adeno-virus 
had doorgemaakt. In de meeste gevallen hadden deze serologisch aan-
toonbare infecties geen aanleding tot klachten gegeven. Het bleek, dat 
73% van de recruten, die bij opkomst in dienst geen neutraliserende 
antistoffen tegen type 14 bezaten, een infectie met adeno-virus had 
doorgemaakt, daarentegen slechts 10% van de recruten mét antistoffen. 
Bij de latere onderzoekingen in de legerplaats Ossendrecht en in een 
kazerne te Tilburg in de winter van 1956-1957 was bij ongeveer 80% 
der patiënten met een acute infectie van de luchtwegen het virologisch-
of/en serologisch onderzoek op adeno-virus positief. De virusstammen, 
die in deze periode werden geïsoleerd, behoorden allen tot adeno-virus 
type 4. 
Serologische onderzoekingen bij recruten, die een infectie met adeno-
virus hadden doorgemaakt, toonden aan, dat er zich na infectie niet alleen 
neutraliserende antistoffen tegen het homologe type, maar ook tegen één 
of meer heterologe typen hadden ontwikkeld. De titers ten opzichte 
van de heterologe typen waren niet zo hoog als ten opzichte van het 
homologe type. De heterologe „response" was na infectie met adeno-
virus type 4 geringer dan na infectie met adeno-virus type 14. Sera, 
die van pas in dienst opgekomen recruten waren afgenomen, werden 
onderzocht op de aanwezigheid van neutraliserende antilichamen tegen 
type 1-12 en 14. Er werden antilichamen tegen iedere type, met uitzon-
dering van type 8, in een groter of kleiner deel van de onderzochte mon-
sters serum aangetroffen. 
Het bleek, dat het er weinig toe deed of bij het serologisch onderzoek 
van patiënten, die een infectie met adeno-virus type 4 of type 14 hadden 
doorgemaakt, complimentbindend antigeen van type 4 dan wel van type 
14 werd gebruikt. 
Complimentbinding-reacties met „normale" sera en met prae- en 
postin f ectueuze sera toonden aan, dat slechts 10% van de „normale" 
sera een titer bereikte van 1 :40 of hoger, terwijl ná infectie in 80% der' 
gevallen de titer steeg tot 1 : 40 of hoger. 
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SUMMARY 
The results of a study on the occurence of infections with adenoviruses 
among military recruits in the Netherlands are described. Cultures of the 
HeLa-cell strain and of the T-cell strain were employed for virological 
investigations. Both of the cell strains were cultivated in fluids con-
taining: human placental cord serum, adult normal serum, horse serum 
or calf serum. All neutralization tests and most virus isolation attempt, 
were performed in cells adapted to animal serum. Nearly always com-
plement fixing antigens and virus suspensions for neutralization test 
were prepared in cells grown in human serum. 
In a study at camp Ossendrecht during the spring of 1955 in nearly 
half of the cases of acute respiratory illness an infection with adenovirus 
was established. All virus strains isolated proved to belong to adeno-
virus type 14. During the period of primary training about one third of 
the recruits was infected with adenovirus, as demonstrated by the sero-
logical studies of a control group. The majority of these serologically 
positive recruits did not show any clinical symptoms. It appeared that 
73% of the soldiers showing no neutralizing antibodies against type 14 
at the time of recruitment sufferd from clinical or inapparent infection 
with adenovirus, in contrast to only 10% of the recruits who did have 
such antibodies. 
In later studies conducted during the winter of 1956-1957 at camp 
Ossendrecht and at a recruit training center in Tilburg it was shown 
that in about 80% of all cases of acute respiratory illness the infection 
was caused by adenovirus. It appeared that all virus strains isolated 
during this period belonged to adeno-virus type 4. 
Recruits who had been infected with adenovirus showed a rise in titer 
of neutralizing antibody against the homologous type and against one 
or more heterologous types. The titers of heterologous antibody were 
not as high as the titer of the homologous antibody. Recruits infected 
with adenovirus type 4 showed a weaker heterologous and homologous 
antibody response than recruits infected with type 14. Sera drawn from 
newly recruited men were examined for the presence of neutralizing 
antibody against adenovirus type 1 to 12 and type 14. In a greater or 
smaller number of the serum specimens tested antibody against each of 
these types were demonstrated. However all specimen examined lacked 
antibody against type 8. 
It appeared that for complement fixation tests with paired sera from 
patients suffering from an infection with either adenovirus type 4 or 
type 14, it is of little importance wether complement fixing antigen of 
type 4 or type 14 is used. It was demonstrated that the complement 
fixing titer of 10% of the normal sera examined was 1 :40 or higher; 
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E R R A T A 
Blz 64 7e regel van boven, staat die wel geen serologisch aangetoonde infectie 
Dit moet zijn die wel en geen serologisch aangetoonde infectie 
Blz 83 6e regel van onder staat comphmentbmdend antigeen 
Dit moet zijn complementbindend antigeen 
Blz 83 4e en 3e regel van onder, staat Complimentbinding-reacties met , nor-
male sera en met prae- en postinfectueuze sera 
Dit moet zijn Complementbinding-reacties met „normale sera en met 
prae- en postinfectieuze sera 

S T E L L I N G E N 
I. 
Adeno-virussen zijn waarschijnlijk de belangrijkste verwekkers van de 
acute febriele aandoeningen der luchtwegen bij de Nederlandse recruten. 
II. 
Het is te verwachten dat immunisatie van de Nederlandse recruten met 
adeno-virusvaccin het optreden van acute aandoeningen der luchtwegen 
onder hen in aanzienlijke mate zal doen verminderen. 
III. 
Het heeft voordelen om bij het routine virologisch onderzoek gebruik te 
maken van continu voortgekweekte celstammen. 
IV. 
In het algemeen is het af te raden om bij de toepassing van antibiotica 
gebruik te maken van in de handel gebrachte combinatiepreparaten. 
V. 
Bij de behandeling van arterie-letsels bij oorlogsgewonden verdient, in-
dien de omstandigheden dit toelaten, de vaatnaad in vele gevallen de 
voorkeur boven de ligatuur. 
VI . 
Elk groot ziekenhuis dient een specifiek traumatologische afdeling te 
bezitten. 
VII. 
Bij de behandeling van vroege rheumatoide arthritis geeft aspirine even 
goede resultaten als de bijnierschorscorticoiden. 
VIII. 
Nieuwe opvattingen betreffende het lang aanhouden van activiteit na 
een aanval van rheumatismus verus maken een goede nazorg voor kin-
deren, die na verblijf voor deze aandoening in het ziekenhuis worden 
ontslagen, meer dan ooit noodzakelijk. Het moderne B-koloniehuis, waar 
de gezinssfeer wordt benaderd, biedt hiertoe een mogelijkheid. 
IX. 
De ziekenfondsen dienen de arts-specialist vrij te laten in zijn keuze en 
dosering van medicamenten. 

STELLINGEN. 
I. De naam megacolon congenitum voor de ziekte van 
Hirschprung is niet juist. 
II. Bij de ziekte van Parkinson dient als therapie occlusie 
van de arteria choroidea anterior overwogen te worden. 
III. Indien meer dan drie poliepen in het colon worden aan-
getoond, is een subtotale colectomie dringend geïndiceerd. 
IV. Bij de chirurgische behandeling van de oesophagusa-
tresie is de samenwerking tussen chirurg en paediater bij ds 
nabehandeling beslissend voor het eindresultaat. 
V. Het cytologisch maagonderzoek is een belangrijke aan-
winst bij de vroege diagnostiek van het maagcarcinoom. 
VI. „The test of heeling" is noodzakelijk, indien de diagnose 
ulcus ventriculi is gesteld ten einde een patiënt juist te be-
handelen. 
VIL Indien bij proeflaparotomie wegens een acute buik, het 
pancreas totaal necrotisch wordt bevonden, is wegneming van 
dit orgaan zeker geïndiceerd. 
VIII. Centrofugale impulsen spelen een belangrijke rol bij 
de functie der zintuigcellen. 
IX. De combinatie van een analgeticum met een corticoïde 
stof is als geneesmiddel voor chronische gebruik bij patiënten, 
die lijdende zijn aan rheuma, af te raden. 
X. Het toedienen van een intraveneuze barbitaatnarcose 
buiten het ziekenhuis is een verwerpelijke handelwijze. 





